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OZET

CANDIDA ve ASPERGILLUS ENFEKSIYONLARININ REAL
TIME PCR YONTEMI ile HIZLI TANISININ KULTUR
YONTEMI ile KARSILASTIRILMASI ve ANTIFUNGAL
DIRENCIN KOLORIMETRIK YONTEMLE TAYIiNi

Bu calisma 2009 - 2011 yillar1 arasinda Yeditepe Universitesi Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na bagvuran hastalardan alman 6rnekler kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Toplamda 139 adet ornek calisilmis ve 139 adet sus izole
edilmistir. Bu suslar, hastalardan alinan abse, agiz siiriintsi, balgam, BAL
(Bronkoalveolar Lavaj), idrar ve idrar sondasi, kan kiiltiirii, kateter, kulak akintist ve
stirlintiisii, trakeal aspirat, steril viicut sivis1 6rneklerinden elde edilmistir. Calismada
kiiltlir yontemi ile tanimlanan Candida ve Aspergillus tiirleri, molekiiler yontemlerle
tanimlanmistir, bu iki yOntemin sonuclar1 karsilastirilmistir. Calismamizda
Aspergillus cinsine ait Aspergillus flavus (Link, 1809), Aspergillus fumigatus
(Fresen, 1863), Aspergillus niger (Tiegh, 1867), Aspergillus terreus (Thom, 1918) ile
Candida cinsine ait Candida albicans ((C.P. Robin) Berkhout 1923), Candida
glabrata (H.W. Anderson) S.A. Mey. & Yarrow, 1978), Candida parapsilosis
((Ashford) Langeron & Talice, 1932), Candida tropicalis ((Castell.) Berkhout,
1923), Candida dubliniensis (D.J. Sullivan, Western., K.A. Haynes, Dés.E. Benn. &
D.C. Coleman, 1995), Candida krusei ((Castell.) Berkhout, 1923) tiirleri izole
edilmistir. Sybr green boyasi ile panfungal PCR yapilarak oncelikle cins diizeyinde
Aspergillus ve Candida ayrimi yapilmistir. Daha sonra Tagman PCR ile 4 farkh
Candida turt (Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis ve Candida
parapsilosis) tanimlanmigtir.  Kiiltlir yontemi ile tanimlanan 57 adet Candida
albicans; 12 adet C. glabrata; 21 adet C. parapsilosis; 17 adet C. tropicalis
suslarimin tamami1 Tagman PCR ile de dogrulanmistir ve bu iki yontem ile yapilan

identifikasyon sonuglar1 arasindaki uyumun %100 oldugu belirlenmistir.

v



Ayrica Candida tiirlerinin kolorimetrik bir yontem ile 7 farkli antifungale
(Flukonazol, Kaspofungin, Vorikonazol, Amfoterisin B, Posakonazol, Itrakonazol ve
5-Flusitosin) kars1 duyarlilik deneyleri yapilmistir. Kaspofungine direngli bir susa

rastlanmazken, en fazla direng azol grubu antifungallerde saptanmistir.

Haziran, 2011 Iskender KARALTI



ABSTRACT

REAL TIME PCR for RAPID DIAGNOSIS OF CANDIDA and
ASPERGILLUS INFECTIONS with COMPARISON of CULTURE
METHOD and DETERMINATION of ANTIFUNGAL
RESISTANCE COLORIMETRIC METHOD

In this study, specimen, collected from the patients who applied to Medical
Microbiology Laboratory of Yeditepe University Hospital between 2009-2011 were
evaluated. 139 specimen were studied and 139 strains were isolated. These strains
were isolated from abscesses, oral swabs, sputum, BAL (Bronchoalveolar lavage),
urine, and urinary catheter, blood cultures, catheter, ear discharge and swabs,
tracheal aspirates, sterile body fluid samples. In the study Aspergillus flavus (Link,
1809), Aspergillus fumigatus (Fresen, 1863), Aspergillus niger (Tiegh, 1867),
Aspergillus terreus (Thom, 1918) species, which were belong to Aspergilus genus
and Candida albicans ((C.P. Robin) Berkhout 1923), Candida glabrata (H.W.
Anderson) S.A. Mey. & Yarrow, 1978), Candida parapsilosis ((Ashford) Langeron
& Talice, 1932), Candida tropicalis ((Castell.) Berkhout, 1923), Candida
dubliniensis (D.J. Sullivan, Western., K.A. Haynes, Dés.E. Benn. & D.C. Coleman,
1995), Candida krusei ((Castell.) Berkhout, 1923) species which were belong to
Candida genus were isolated. Primarily panfungal PCR was made by Sybr green
dye to distinguish Candida and Aspergillus at species level. Then four different
Candida species (Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis ve
Candida parapsilosis) have been identified by Tagman PCR. 57 Candida albicans,
12 C. glabrata, 21 C. parapsilosis, 17 C. tropicalis; which were defined by culture
method confirmed by Tagman PCR. The results of identification with these two
methods were found 100% compatible.

In addition, antifungal susceptibility of Candida species against 7 different
antifungals  (Fluconazole, Caspofungin, Voriconazole, @ Amphotericin B,

Posaconazole, Itrakonazole ve 5-Flucytosine) determined by colorimetric method.

vi



Caspofungin resistant strains were not found, the most resistance was determined to

azole antifungals .

June, 2011 iskender KARALTI
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YENILIK BEYANI

CANDIDA ve ASPERGILLUS ENFEKSIYONLARININ REAL
TIME PCR YONTEMI ile HIZLI TANISININ KULTUR
YONTEMI ile KARSILASTIRILMASI ve ANTIFUNGAL
DIRENCIN KOLORIMETRIK YONTEMLE TAYIiNi

Mantarlar dogada bolca bulunan firsat¢1r mikroorganizmalardir. Son yillarda
firsatc1 fungal enfeksiyonlarda artis ile birlikte, fungal enfeksiyonlara bagli 6liimler
artmaktadir. Bunun sebebi bagisiklik sistemi baskilanmis hasta grubu sayisindaki
artis olarak goriilmektedir. Fungal enfeksiyonlara siklikla Candida ve Aspergillus
cinslerine ait tiirler neden olmaktadir. Bu tiir enfeksiyonlarda tani konuldugunda
cogu zaman tedavi icin ge¢ kalinmaktadir. Ciinkii geleneksel yontemlerle yapilan
teshisler zaman zaman bir ay1 bulmaktadir. Zaten fungal enfeksiyonlarin tedavisi
uzun zaman gerektirmektedir. Bu nedenle hizli tan1 ¢ok 6nemlidir.

Glinlimiizde fungal enfeksiyonlarinin tanist i¢in kullanilan tamamiyle
optimize, PCR tabanli bir yontem bulunmamaktadir. Bununla birlikte geleneksel
yontemlerle yapilan teshislerde zaman zaman hatali sonuglar alinabilmektedir. Bu
nedenle ¢alismamizda kiiltiir yontemi ile elde edilen sonuglar1t molekiiler yontemlerin
en son ve en gecerli teknolojisi olan real time PCR yontemi ile karsilastirdik. Rutin
laboratuvarlarda siklikla uygulanan C.albicans tanisinda sadece germ tiip testi
kullannminin yetersiz oldugu belirlendi. Bunun yaninda ek testler kullaniminin
gerekliligi saptandi. Mayalar i¢in kullanilan ticari bir kit olan API ID 32 C
(Biomerieux)’nin giivenilir bir sekilde kullanilabilecegi sonucuna ulasildi. Bu kit ile
calismamizda denenen suslar i¢cin uygun sonuglar elde edildi.

Ayni zamanda c¢alismamizda Candida ve Aspergillus etkenlerini cins diizeyde
saptamak igin panfungal PCR ydntemi optimizasyonu yapildi. izolasyonu yapilan
suslar ile bu metod denendi. Sonug¢ olarak kiiltiir yontemi sonuclari, hem diziye
0zgiil olmayan floresan boylar ile (Sybr green) hem de diziye 6zgiil problar (Tagman
prob) ile yapilan real time PCR yontemleri ile karsilastirildi ve uyumlu sonuglar elde

edildi.
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Ayrica calismamizda izole edilen Candida tirlerinin antifungal duyarlilik

testleri yapilmistir. Bdylece mevcut suslardaki direng oranlar1 belirlenmistir.

Haziran, 2011 Prof.Dr. Giinay T. COLAKOGLU iskender KARALTI
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SEMBOLLER

n : Mikron

pl : Mikrolitre
% : Yiizde

g : Gram

ml : Mililitre

MgCl, : Magnezyum kloriir
°C : Santigrad derece

Tm : Melting temperature (erime sicakligi)



KISALTMALAR

ATCC
CBS
DNA
DSMZ
HIV
KUEN
McF
NCCLS:
NRRL
PCR
RNA
SDA

: American Type Culture Collection.

: The Centraalbureau voor Schimmelcultures.

: Deoksiriboniikleik Asit.

: German Collection of Microorganisms and Cell Cultures.

: Human Immunodeficiency Virus.

: Mikroorganizma Kiiltiir Kolleksiyonlar1 Arastirma ve uygulama Merkezi.

: Makfarland.

National Committe for Clinical Laboratory Standards.

: The ARS Culture Collection.

: Polimerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu).
: Riboniikleik Asit.

: Sabouraud Dekstroz Agar.
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BOLUM I

GIRIS VE AMAC

Mantarlar dogada bolca bulunan firsat¢t mikroorganizmalardir. Son yillarda
firsat¢1 fungal enfeksiyonlarda artis gézlemlenmekle [1] birlikte kullanilmakta olan
antifungallere karsi diren¢ orani da gittikge artmaktadir [2]. En sik Candida [3] ve
Aspergillus [4] enfeksiyonlar1 goriilmekte ve bu enfeksiyonlarin mortalitesi (6liim
orani) yiksek diizeyde olmaktadir [5]. Mortalitenin yiikselmesine, transplant
hastalarmm, notropenik olgularm, allerjik reaksiyonlarm, yliksek dozda
kortikosteroid tedavisi alan hastalarin ve diger immunsupresif (bagisiklik sistemi
baskilanmig) hasta gruplarinin  sayilarindaki artisin  sebep  olabilecegi
disiiniilmektedir [4]. Clnki immunsupresif hastalarda firsat¢i olan fungal
enfeksiyonlara siklikla rastlanmaktadir. Ozellikle HIV ile enfekte kisilerde siklikla
goriilmektedir.  Mantarlar bu tip hastalarda nozokomiyal (hastane kaynakli)
enfeksiyonlara da sebep olmaktadir.

Fungal enfeksiyonlarda en 6nemli olan hizli ve dogru tan1 koymaktir. Ciinki
riskli hasta gruplarinda tani konulmadan O6nce ampirik ya da profilaktik tedavi
uygulanmaktadir. Antifungal tedavide en iyi basar1 ise erken ve dogru tan ile
saglanabilir. Geleneksel yontemlerle mantar etkenlerinin saptanmasi giinler, hatta
haftalar alabilmektedir ve bu yontemlerin duyarhilig1 ve 6zgiilliigii de diisiiktiir [5, 6].
Geleneksel bir yontem olan kiiltiir ile mantarlarin identifikasyonu zor olabilmektedir
[6]. Hizli bir yontem olan polimeraz zincir reaksiyonunun (PCR) ise duyarlilig1 ve
ozgiilliigii oldukga ytiksektir [7]. Bu yontem istenen DNA parcasinin uygun niikleik
asit dizileri (primerler) kullanilarak cogaltilmasi esasmna dayanir. Ayni1 zamanda
diziye 0zgiin olmayan floresan boyalardan (Sybr Green) ya da diziye 0zgiin
problardan yararlanilmaktadir. Boylece sonuglar aninda alinmakta, kontaminasyon
riski azalarak tiim islemler sicaklik dongiileri baslaymca otomatik olarak devam
etmektedir. Calisma sonunda melting curve analizi yapilarak {irlinlerin melting

tepeleri (erime tepeleri) belirlenerek tiir tanimlamalar1 yapilabilmektedir [8].



Candida enfeksiyonlarinda, 6zellikle invazif kandidozda Candida albicans en
fazla goriilen tiirdiir. Bunun yaninda Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida
parapsilosis ve Candida krusei de klinik 6rneklerden siklikla izole edilmektedir [8].
Candida tirleri  ¢esitli  biyokimyasal testlerle ve ticari kitlerle de
tanimlanabilmektedir. Ticari kitlerin basar1 oranmi yliksektir. Ancak duyarliliklar1 ve
ozgiilliikleri PCR temelli testlere gore diistiktiir. Ayrica testin siiresi 2-5 giin arasinda
olmaktadir [9]. Halbuki Non-al/bicans Candida tiirleri siklikla polyen ve azol grubu
antifungallere karsi siklikla direnglidirler. Bu nedenle dogru ve hizli tanimlamalar1
¢ok onemlidir.

Aspergillus  enfeksiyonlar1 i¢inde oOzellikle invazif enfeksiyonlar ve
aspergillosis major 6liim nedenlerindedir. Aspergillus tiirleri iginde en sik rastlanan
tiirler; Aspergillus fumigatus, A. flavus, A. niger ve A. terreus’tur. Bunlarin i¢inde en
fazla A. fumigatus enfeksiyon etkeni olarak karsimizda g¢ikmaktadir. Aspergillus
tiirlerinin belirlenmesinde kullanilan altin standart yontem, kiiltiirdiir. Ancak invazif
fungal enfeksiyon olgularinda alman kan Kkiiltiirlerinden nadiren izole
edilmektedirler. Akciger aspergillosisli hastalardan alman BAL (Bronkoalveolar
lavaj) Orneklerinde siklikla negatif sonuglar elde edilmektedir [10].  Antijen
testlerinden galaktomannan antijeni kiiltiir yontemine gore daha iyi sonuglar
vermektedir [11, 12]. Ancak en 1yi sonuglar PCR ile elde edilmektedir [13].

Antifungal duyarlilik testleri, saptanan etken icin en uygun olan antifungal
ilacin kullanilmasmi saglar. Antifungal duyarlilik igin CLSI (Clinical Laboratory
Standarts Institute) tarafindan onayli makro ve mikrodiliisyon metodlar1
kullanilmaktadir. Makrodiliisyon metodlarindan en sik kullanilan yontem RPMI
1640 (% 2’lik glikoz) agar ile yapilan MIK (minimum inhibitér konsantrasyonu)
degerinin saptanmasidir. Bunun yaninda, mikrodiliisyon tabanli kolorimetrik
yontemlerin, referans metodlarla uygunlugu belirlenmis ve uygulama kolayligi
nedeniyle kullanimi artmustir [14]. Son yillarda kolorimetrik yontemin ticari bir sekli
olan Sensititre kitinin kullanimi artmigtir. Bu yontem renk degisimi esasina
dayandig1 i¢in kullanimi ve degerlendirilmesi pratiktir [2]. Ayrica ayni anda 7 adet
antifungal sonucu da belirlenebilmektedir. Calismamizda elde edilen Candida
suslarmin kolorimetrik bir yontem olan Sensititre YeastOne ile antifungal

duyarlhliklar1 saptanacak ve duyarhlik yiizdeleri hesaplanacaktir.



Rutin yontemler ile elde edilen Candida suslarindan germ tiip meydana
getirenler Candida albicans olarak tanimlanmaktadir.  Ancak baz1 Candida
dubliniensis suslar1 da germ tiip meydana getirmektedirler. Bununla birlikte Candida
albicans suslar1 hem 37 °C hem de 45 °C’de iirerken; Candida dubliniensis suslari
sadece 37°C’de iireme gosterirler. Ayni zamanda Chromagar Candida besiyerinde
de farkli renkte lireme gosteriler. Bu sekilde hizli tanimlamalar1 da yapilabilmektedir
[15, 16].

PCR yonteminin duyarliligmin ve 6zgiilliigiiniin yliksek olmas1 ve hizla sonug
vermesi nedeniyle calismalar bu yonde ilerlemeye baslamistir. Giiniimiizde
mantarlarin PCR tabanli tiplendirilmesi ile ilgili ¢aligmalar olmasma ragmen halen
standart bir fungal PCR yontemi yoktur. Bu nedenle bu calismaya ihtiyag
duyulmustur. Bu c¢alisma ile panfungal Aspergillus ve panfungal Candida PCR
testleri optimize edilip, ¢alisilacaktir. Bunun yaninda 4 farkli Candida tiri (Candida
albicans, Candida tropicalis, Candida parapsilosis ve Candida glabrata) igin
Tagman problar kullanilarak molekiiler diizeyde tanimlamalar1 gerceklestirilecek ve
elde edilen sonuglarm, rutin olarak kullanilan ticari bir kit olan API ID 32 C
(Biomerieux) sonuglar1 ile karsilastirma yapma imkani dogacaktir. Yine klinik
orneklerden izole edilen Candida suslarmin Chromagar Candida (Salubris) besiyeri
kullanarak renklenme durumlarma bakilacak ve farkli sicakliklarda tireme deneyleri
yapilarak teshisleri yapilacaktir. Candida albicans tanis1 almig 6rneklerin Candida

dubliniensis ile ayrimi1 da yine bu yontemle yapilacaktir.



BOLUM II

GENEL BILGILER

II.1. GIRIS

Mantarlar dogada yaygin olarak bulunan, fotosentetik olmayan Okaryotik
mikroorganizmalardir. Dogada yaygin olarak bulunan mantarlar arasinda ¢ok azi
insanlarda patojendirler [17]. Ancak son yillarda transplantasyon yapilan hasta
sayisinin artmasi, uygulanan ilaglarin agresif hale gelmesi gibi bir¢ok faktorden
dolay1 enfeksiyona yol agan mantarlarin sayisinda artig gériilmektedir. Mantarlarda
meydana gelen hastaliklara mikoz denilmektedir. Mantarlar1 ve mantar hastaliklarini
inceleyen bilim dalina ise mikoloji ad1 verilmektedir.

Mantarlar ¢ok farkli ¢cevre sartlarinda iireyebilirler. Fakiiltatif anaerop ya da
zorunlu aereop canlilardir. Sicaklik ve nem orami mantarlar i¢in en 6nemli ¢evre
faktorlerindendir. Ayn1 ortamda sabah ve aksam arasinda bile farkli konsantrasyonda

bulunabilirler [18-20]. Mantarlar ti¢ farkl: yap1 gosterirler:

1. Flamentsiz mikromantarlar (Mayalar)
2. Flamentli mikromantarlar (Kiifler)

3. Makromantarlar

Bu farkli yap1 tipleri tanimlamada c¢ok oOnemlidir. Mantarlar makroskobik ve
mikroskobik 6zellikleri bakimmdan oldukca farkliliklar gostermektedirler. Ayni tiir
icinde dahi iiredikleri ortama ve kiiltiirlin inkiibasyon siiresine gore farkliliklar
goriilmektedir. Hatta ayni koloninin orta kismi ile kenarlarindan alinan 6rneklerde

farkl sekil ve biiytikliikte yapilar goriilebilmektedirler [21].



I1.2. MANTARLARIN GENEL OZELLIKLERI

Mantarlar vejetatif yapilar1 silindirik, tlipsii iplik¢iklerden meydana gelmis
fotosentetik  pigment ihtiva etmeyen, spor meydana getiren Okaryotik
organizmalardir. Bu tiipsii iplik¢iklere hif, hiflerin bir araya getirdikleri yapiya da
misel ad1 verilir. Hifler bazen bolmeli bazen de bolmesiz olabilirler, bu bolmelere
de septum ad1 verilir. Mantarlarin ¢eperlerinde genellikle kitin bulunur. Bazilarinda
ise seliiloz, kitin, lignin, kalloz, mannan, glukan, galaktomannan ve diger bazi
organik maddeler bulunabilirler. Hiicrelerinde genellikle ikiden fazla ¢ekirdek ve her
birinde mutlaka bir ¢ekirdek¢ik bulunur. Klorofil igermedikleri i¢in renksizdirler.
Bazi tiirlerde melanin birikmesi nedeniyle koyu renk alirlar. Sporlar ise degisik
renklerdedir [22].

Ayni koloni i¢inde bulunan hiflerden bazilar1 beslenmeyi saglamak icin,
iizerinde yasadig1 substratlarm icine dogru uzanirlar.  Genelde, beslenmeyi
sagladiklar1 i¢cin bunlara vejetatif hif ad1 da verilmektedir. Diger bir bolimi de
disarida kalir (aerial hif). Bu son tiirdeki hifler arasinda bazilar1 ¢ogalmada gorev
alir ve buna uygun olarak da kendilerinde 6zel organizasyonlar olusur (reprodiiktif
hif, fertil hifa). Hifler ayrica sekillerine gore raket hif, nodiiler hif, taraksi hif, spiral
hif, koksi hif ya da favik hif olarak gruplandirilirlar [23].

Mayalar, makroskobik olarak bakteri kolonilerine benzeyen, krema
kivamindadirlar.  Mikroskobik olarak incelendiklerinde Gram pozitif boyanma
ozelligi gosterirler. Mayalar tomurcuklanarak boliintirler. Bazen tomurcuklanan
maya hiicreleri ana hiicreden kopmadan uzamaya devam ederler. Bu yapi1 kiiflerin
olusturdugu hif yapisma benzedigi i¢in yalanci hif (pseudohif) olarak adlandirilir.
Hifte bogumlar bulunmaz. Ancak yalanci hifte bogumlar olusur. Mayalarin bir cogu
yalanct hif olustururken, Candida glabrata, Cryptococcus neoformans ve

Rhodotorula’da bu yap1 goriilmez [24].

I1.3. MANTARLARIN HUCRE YAPISI

Baz1 mantarlarda polisakkarit yapisinda kapsiil bulunmaktadir ve onemli bir
viriilans faktoriidiir. Cini miirekkebi ile 1slak preparat hazirlanarak kapsiil varlig
tespit edilebilir. Kapsiilii olan en onemli mantar, Cryptococcus neoformans’tir.

Mantar hiicre duvarinin yapisinda kitin, glukan, mannan, protein, glikoprotein ve



lipid bulunmaktadir (Tablo II.1). Hiicre duvari hiicreye seklini verir, osmatik soktan

korur ve antijenik 6zelliktedir [25].

Tablo I1.1: Mantar hiicre duvarinda yer alan polisakkaritler [25].

Polimer Monomer

Kitin N-asetil D-glukozamin
Kitosan D-glukozamin

Seliioz D-glukoz

a-glukan D-glukoz

B-glukan D-glukoz

Mannan D-mannoz

Hiicre zari, memelilerdekine benzer bir sekilde fosfolipid, protein ve
sterollerden olusan iki tabakali bir yapidadwr. Memeli zarindan farkli olarak
kolesterol yerine ergosterol ve zimosterol bulunur. Hiicre zarmmin fonksiyonlar1
arasinda sitoplazmay1 korumak, madde alis verisini diizenlemek ve kapsiil ile duvar
sentezine yardim etmek yer alir. Giliniimiizde kullanilan antifungal ilaglarin ¢cogunun
hedef bolgesi, hiicre zarinda bulunan ergosteroldiir [25].

Bazi1 mantarlar oda 1sinda kiif gelisimi gosterirken, 37 °C’ de maya bigiminde
irerler. Bu mantarlara Dimorfik (Cift evreli) Mantarlar denir. Baz1 dimorfik
mantarlarin kiif evreleri, baz1t monoformik kiiflere ¢cok benzedigi i¢in bu mantarlarin
ayrimi maya evrelerine bakarak yapilabilir. Dimorfik mantarlara 6rnek; Blastomyces
dermatitis ve Sporothrix schenckii 6rnek verilebilir [26]. Dimorfik mantarlarin
tamami patojendirler [27].

Mikromantarlarin koloni morfolojileri ¢ok degisiklik gosterir. Kadifemsi,
tiiysii, pamuksu, kecemsi, mukoid olabilirler. Bu 6zellik siniflandirilmakta kullanilir.
Mantarlar beslenmeleri i¢in organik bilesiklere ihtiyag duyarlar ve heterotrof
canlilardir.  Karbon ve enerji kaynagi olarak organik bilesikleri kullanirlar.
Hidrolitik enzimlerini dis ortama salarak besinleri sindirirler ve sindirilmis besin

maddelerini absorbsiyon yoluyla hiicre i¢ine alirlar [22].



I1.4. MANTARLARDA UREME

Mantarlar sporlanma (sporulasyon) ile eseysiz (aseksiiel) ve eseyli (seksiiel)
olarak lireme yetenegine sahiptirler. Mantarlarda eseysiz lireme suda yasayanlarda
zoosporlarla, karada yasayanlarda ise spor veya konidilerle olur. Sularda yasayan
mantarlarin sporlarinda bulunan flagellumlar, bunlar1 uygun ortamlara tasimakta ve
hareketlerini saglamaktadir. Sporlar renksiz, sar1, kirmizi, yesil, siyah renklerde ve
kiiresel, oval, silindirik, iplik, bobrek, i gibi sekillerdedirler. Sporlar hifin ucunda
veya sporangium adi verilen keselerde olusur. Miselyumlar olgunlasir ve yeterince
gida depo ederse veya cevresel kosullar sporulasyona uygun ise hiflerde cesitli
sekillerde sporlar gelisirler.

Sporlar olgunlastiktan sonra hiflerden ayrilarak serbest hale gelir ve uygun
ortam ve kosullarda ¢imlenerek kendi tiirline 6zgli mantar1 olusturulurlar. Mantar
sporlar1 ¢cok degisik bigim ve goriinlime sahiptirler. Ayni zamanda, bir¢ok tarzda da
olusturulurlar. Bu 06zellik, mantarlarin teshisinde oldukca yardimci olur. Mantar
sporlari, degisen cevre kosullarina karst ¢ok dayaniklidirlar. Bu nedenle, dogada

uzun yillar canli olarak kalabilirler [22].

11.4.1 MANTARLARDA SPOR TiPLERIi

Mantarlarda sporlar iiremeden sorumludur. Ureme eseyli ya da eseysiz yolla

olmaktadir.

I1.4.1.1. Aseksiiel Sporlar

Mantarlarda baglica 5 tiir asekstiel spor olusumuna rastlanmaktadir.
Artrosporlar
Blastosporlar
Klamidosporlar

Konidiosporlar

A

Sporangiosporlar

I1.4.1.2. Seksiiel Sporlar
Eseyli iiremede, seksiiel sporlar ayr1 cins veya karakterde olan iki gametin

cekirdeklerinin rediiksiyona ugrayarak haploid hale gelmesi ve bu haploid



kromozomlarin birlesmesi sonucu meydana gelirler. Mantarlarda sekstiel sporlar
baslica 4 tarzda olusur:

1. Askosporlar

2. Basidiosporlar

3. Oosporlar

4. Zigosporlar [22].

I1.5. MANTARLARIN SiSTEMATIGI

Mantarlar bes farkli sinifa ayrilmiglardir.
1. Myxomycetes (=Myxomycetae): Civik Mantarlar.
2. Phycomycetes (=Phycomycetae): Algsi Mantarlar.
3. Ascomycetes (=Ascomycetae): Askuslu Mantarlar.
4. Basidiomycetes (=Basidiomycetae): Bazidiumlu Mantarlar.
5

. Deuteromycetes (=Deuteromycetae): Fungi Imperfecti [22].

11.6. CANDIDA ve ASPERGILLUS’A AIT OZELLIiKLER

11.6.1. CANDIDA TURLERI

Candida tirleri 3-6 pm biiyiikliigiinde, oval veya yuvarlagimsi, tomurcuklanma
gosteren, beyazdan krem rengine kadar de§isen koloniler olusturan (SDA besiyerine)
ve yalanci hif (pseudohif) olusturan mantarlardir. Candida cinsine ait tiirler 37°C’de
24 saatte yumusak kivamli ve tipik olarak mayamsi kokulu koloniler meydana
getiriler. En fazla kullanilan besiyeri Sabouraud dekstroz agar (SDA)’dir; %2 ya da
%4 glikoz iceren formlar1 kullanilmaktadir. Bu besiyeri asidik pH’ya (pH: 5.5) sahip
oldugu icin bakterilerin iremesi inhibe olmaktadir. Tween 80 agarda 25°C’de 72
saatte pseudohif ile genis ve kalin duvarh terminal klamidosporlar olusturur. [40,
41].

Candida tiirleri baz1 biyokimyasal aktivitelerine gore farkliliklar gosterdikleri
icin (Tablo I1.2) ¢esitli biyokimyasal testler sayesinde fenotipik olarak tiir ayrimlari
yapilabilmektedir [28].



Tablo 11.2: Baz1 Candida tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleri

S5 Q| g gl| 2

= =) 5= o
Egﬁgééﬁgggéﬁw

C. albicans ++ [+ |+ ]+ -+ -|-|-1-1-1-
C. parapsilosis ++ [+ |+ ]+ -+ -|-|-1-1-1-
C. tropicalis + |+ |+ |+ +] -]+ - S
C. krusei SR R I R I R R T T
C. glabrata S A IS (TS I IR I P R R
C. guillie]emondii | + | + |+ |+ |+ |+ |+ |+ | - |+ |+] -] -
C. kefyr e T I A T I I O I IO [N R [

Candida hiicre duvarmin predominant polisakkariti B-glukandir. [-glukan
insanlarda enfeksiyon yapan tiim mantarlarda bulunur. Monosit ve T-lenfositlerde
sitokin yapimi lizerine baskilayici etki gostererek, Candida enfeksiyonlarmna karsi
olan konak savunmasini bozdugu ileri siiriilmiistiir. B-glukan, C. albicans’n akciger,
karaciger ve dalakta blastosporlar ve germ tiip olusumu patojenitesini belirler.
Bobreklerde ise hizla uzun filamentler halini alarak patojenitesini gii¢lendirir [29].

Candida tiirleri normal floranm bir parcasidir. Insanlarda gastrointestinal
kanalinda, gecici ya da kalict olarak bulunurlar. Ayrica ekspektore edilen balgamda,
kadin genital yolunda ve kateter yerlestirilmis hastalarmn idrarinda bulunur. Candida,
normalde yenidogan doneminde ve dogumdan kisa bir siire sonra agiz, bogaz,
bagirsaklar ve genitoliriner bolgeye kolonize olur. Candida tiirleri ayn1 zamanda,
biitiinliigii bozuldugunda, bagirsak duvarmmi gecebilirler. Genellikle Candida
enfeksiyonlar1 endojen orjinli olsa da, insandan insana ge¢is de miimkiindiir. Anne
vajinasindan bebege de gecebilir. Ayni zamanda Candida enfeksiyonlari, hastane
ortamindan da kazanilabilinir. Ancak, Candida suslarmin genotiplendirmesi esas
almarak yapilan c¢alismalarda, pek c¢ok ciddi kandidoz olgusunda, endojen
kolonizasyonun sorumlu oldugu gosterilmistir [30].

Candida tiirleri i¢inde en sik enfeksiyona neden olan tiir Candida albicans’tir.
Bunu Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida krusei
ve Candida dubliniensis izlemektedir [8].

C. albicans tirleri krem renkli koloniler olustururlar. Bagisiklik sistemi
baskilanmis hastalarda ciddi enfeksiyonlara neden olabilirler. Tiire ait suslarin %95°1

germ tiip olustururlar. Klamidospor olusturabilirler. C. dublininesis suslar1 da germ



tip olusturdugu icin rutin uygulamalarda siklikla tanimlamada hatalar
yapilabilmektedir. Ancak C. albicans suslar1 37 °C ve 45 °C’de (48 saatte)
iremeleriyle C. dublininesis’ten ayrilirlar. Ayrica CHROMagar Candida
besiyerinde olusturduklar1 renk farki ile de ayrimlar1 yapilabilmektedir. Bu
besiyerinde C. albicans mavimsi koyu yesil renkte iken; C. dubliniensis suslar1 agik
yesil veya beyaz renkte koloniler olustururlar. Mantar enfeksiyonlari i¢inde en fazla,
C. albicans’n neden oldugu kandidiasise rastlanmaktadir. Vajinal kandidiasis en sik
goriilen kandidiasis tipidir. Bagisiklik sistemi baskilanmig hastalarda invazif
kandidiasis Oliimle sonuclanirken; yenidoganlardaki mantar kaynakli 6liimlerin
nedeni siklikla sistemik kandidiasise neden olan C. albicans’tir [15, 30].

C. albicans dis1 tirlerinin belirli pH derecelerini tercih etmeleri nedeniyle
iriner sistem yerine, orofarinks ve vajina gibi diger bolgelerde daha sik enfeksiyon
etkeni olduklar1 bilinmektedir [29].

C. dubliniensis HIV ile enfekte kisilerde genellikle agiz i¢ci mikoz etkenidir.
Nadiren de viicudun ¢esitli boliimlerinden izole edilir.

C. glabrata nozokomiyal iriner sistem infeksiyonlarma sebep olan olan
onemli bir patojendir ve diyabetli hastalarda {iriner sistem enfeksiyonlarinda artmis
bir risk s6z konusudur. C. glabrata ile olan enfeksiyonlarin kateter kullaniminin
artmas1 ve profilaktik olarak azol kullaninminda sekonder enfeksiyon olarak olustugu
diistiniilmektedir.

C. tropicalis genellikle diyabette; deri lezyonlarindan izole edilmektedir. C.
tropicalis daha c¢ok bagisiklik sistemi baskilanmig hastalardaki kandidoz nedeni
olarak goriilmektedir. Bu ajan yiiksek mortalite ile seyreden dissemine enfeksiyona
neden olur ve C. albicans’a gore daha siddetli seyreder.

C. parapsilosis daha ¢ok total parenteral nutrisyon veya intravaskiiler
kateterlerle tasinan, endemik ve epidemik nozokomiyal enfeksiyonlara yol acar.

Fungal endokarditte onemli etkendir [25, 27].

11.6.2. ASPERGILLUS TURLERI

Aspergillus tirleri dogada yaygin olarak bulunur, sporlar1 sayesinde kolaylikla
hava ile tagmabilirler ve insanlar i¢in patojendirler [31, 32]. Aspergillus tiirleri
aspergillosis adi verilen enfeksiyona sebep olurlar. Bazi tiirleri de allerjik

reaksiyonlara neden olmaktadirlar. Aspergillus tiirleri i¢inde insanlarda en fazla
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patojen olarak Aspergillus fumigatus izole edilemektedir. Bunun yaninda A. flavus,
A. niger ve A. terreus da siklikla etken olarak izole edilmektedir. Bunlardan baska
da enfeksiyon etkeni olan Aspergillus tiirleri mevcuttur (Tablo I1.3). Kemoterapi
alan, HIV ile enfekte olan AIDS olgularinda bagisiklik yetmezligi nedeniyle ciddi
enfeksiyonlara sebep olmaktadirlar [33-35].

Tablo I1.3: Enfeksiyon etkeni olan Aspergillus tiirleri [35].

Aspergillus flavus Aspergillus versicolor
Aspergillus fumigatus Aspergillus glaucus
Aspergillus niger Aspergillus sydowi
Aspergillus terreus Aspergillus candidus
Aspergillus nidulans Aspergillus restirictus
Aspergillus oryzae Aspergillus amstelodami
Aspergillus ustus Aspergillus clavatus

Akcigerlerdeki alveolar makrofajlar solunum yolu ile giren konidialar1 yok
eder. Ancak kortikosteroid tedavisi alan ya da bagisiklik sistemi baskilanmis
hastalarda akcigerlerde kolonizasyon meydana getirirler [35].

Aspergillus tirleri hizli {ireyen, havai misel olusturan, genellikle uzun
konidioforlara sahip, lizerinden fiyalidler olusan vezikiillere sahip olan mantarlardir.
Aspergillus tiirlerinin morfolojik olarak identifikasyonunda koloninin renginden
sporlarinin ¢aplarina kadar bir ¢ok parametrenin goz Oniinde bulundurulmasi
gerekmektedir [24, 35].

Aspergillus fumigatus Czapek’s agar1 kiiltiir ortaminda oda sicakliginda 7
glinde 2.5 cm capinda koloni olusturmaktadir. Koloni kadifemsidir. Koloni ortasi
yesil, kenarlar1 beyazdir. Petri kabma tersten bakildiginda, koloni sari-yesil
goriinmektedir. Konidioforlarin uzunluklar1 150-300 p arasinda olup ¢aplar1 5-8
mikron arasindadir. Vezikiillerin ¢aplar1 20-30 p arasindadir. Sterigma tek serilidir.
6-8x2-3 p dlgiilerindedir. Konidia yesildir ve 6lciileri 2.5-3x2-3.5 mikrondur [24].

Aspergillus flavus Czapek’s agar1 kiiltiir ortaminda oda sicaklifinda 7 giinde 5
cm capinda koloni olusturmaktadir. Koloni yiizeyi baslangicta sar1 olup zamanla
sart-yesil olmaktadir. Petri kabina tersten bakildiginda, pembemsi ya da kirmizimsi
kahverenginde goriilmektedir. Konidioforlar 2-2.5 mm uzunlugunda, 10-20 p
capindadirlar. Vezikiiller globoz veya subgloboz yapida olup 10-60 p capindadir.

Sterigma tek ya da iki serili olabilmektedir. Primer sterigma 6-10x4-5, sekonder
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sterigma 6.5-10x3-5 p Olgtilerindedir. Konidia globoz veya subgloboz yapida olup,
Olciileri 3-5x3-4  arasinda degismektedir [24].

Aspergillus niger kontaminant olarak bilinse de zaman zaman aspergillosise
neden olur. Czapek’s agar1 kiiltiir ortaminda oda sicakliginda 7 giinde 2.2 cm
capinda koloni olusturmaktadir. Koloni yiizeyi kahverengimsi olup, orta kisim siyah
noktali goriinmektedir. Petri kabina tersten bakildiginda koloni beyaz-gri renkte
goriinmektedir. Kokusu hafif kiifimstidiir. Konidioforlarm uzunluklar1 2-2.5 mm
olup 15-21 p caplarindadir. Vezikiillerin caplar1 25-48 p arasindadir. Sterigma iki
serilidir. Primer sterigma 20-30x5.5-6, sekonder sterigma ise 6-10x2.5-3 p olciilere
sahiptir. Konidiler kiiremsidir. Renkleri kahverengi olup ceperleri kalin dikenlidir.
Caplar1 2.5-4 p arasindadir [24].

Aspergillus terreus allerjik ya da invazif aspergillosis etkenidir. Czapek’s
agar1 kiltiir ortaminda yesilimsi kahverenginde koloniler olusturmaktadir. Petri
kabma tersten bakildiginda koyu kahverenginde goriinmektedir. Vezikiillerin ¢aplari
10-20 p, konidilerin ¢aplart 1.5-2.5 p arasindadir. Konidiler diizgiin duvarli ve
elipsoidaldir [24, 30].

I.7. MANTAR ENFEKSIYONLARININ TANISINDA
KULLANILAN YONTEMLER

Son yillarda mantar enfeksiyonlarinda artis goriilmektedir. Mantar
enfeskiyonlarinin %80’ inden Candida ve Aspergillus cinslerine ait tiirler sorumludur.

Mantar enfeksiyonlarinin tanisinda kullanilan yontemler sunlardir:

e Direkt Mikroskobi

o Kiiltiir

e Antijen ya da antikor tespiti
e Molekiiler Yontemler

e Histolojik Degerlendirme

e Radyolojik Degerlendirme
Glinlimiizde en c¢ok hedeflenen nokta antijen tayini, mantara 0zgil

immunoglobulin tespiti ve molekiiler yontemlerle miimkiin olan en kisa zamanda

dogru tanty1 saglamaktir [25, 26].
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Mantar enfeksiyonlarmin tanisinda laboratuvar degerlendirmesi ¢ok dnemlidir.
Dogru bir taniin koyulabilmesi i¢in klinik 6rnekler antifungal tedaviye baslamadan

once aseptik kosullarda alinmali ve steril sartlarda laboratuvara génderilmelidir.

I1.7.1. Direkt Mikroskobik Degerlendirme

Kiiltiir isleminin uzun siire gerektirmesi nedeniyle direkt mikroskobik inceleme
cok onemlidir. Ozellikle steril bdlgelerden alman 6rneklerde mantar yapilarmin
goriilmesi durumunda hemen klinisyene haber verilmesi gereklidir.

Mikroskobik incelemede genellikle maya ve kiif varlig1 agisindan ilk veriler
elde edilir. Tomurcuklanan maya hiicreleri ve yalanci hif olusumu ¢ogu Candida ve
Trichosporon tiirii i¢in karakteristiktir. Yalanci hif olmaksizin sadece tomurcuklanan
maya hiicrelerinin goriilmesi, Candida glabrata, Cryptococcus tiirleri, Rhodotorula
tiirleri ve Histoplasma capsulatum i¢in ip ucu olabilir. Septali ya da septasiz,
dikotom ya da dik acili dallanan hif benzeri yapilarin goriilmesi durumunda kiif
enfeksiyonundan sliphenilmelidir. Septali ve dikotom dallanma goésteren hiflerin
goriilmesi durumunda ilk degerlendirmede Aspergillus tiirleri akla gelmelidir. Ancak
bu goriiniim Aspergillus tiirleri i¢in karakteristik degildir. Fusarium, Scedosporium,
Paecilomyces ve Penicillium gibi kiif mantarlarinda da goriilebilmektedir. Hyalen
mantarlar seffaf ve renksiz hifler olusturduklar1 halde esmer mantarlar kahverengi ya
da siyah renkli septali hifler olustururlar [25, 26].

Direkt mikroskobik inceleme i¢in Gram, %10-20’lik potasyum hidroksit,
laktofenol pamuk mavisi, ¢ini miirekkebi gibi boyalar kullanilir. Klinik 6rneklerde
herhangi bir mantar yapisinin goriilmemesi mantar enfeksiyonu olmadigi anlamina

gelmez. Direkt mikroskobi sonuglart mutlaka kiiltiir ile dogrulanmalidir [25, 26].

I1.7.2. Kiiltiir

Kiiltir icin kullanilan besiyerleri o6rnege gore degismektedir. Steril
ortamlardan alinmis 6rnekler icin SDA gibi antibiyotiksiz besiyerleri kullanilirken;
steril olmayan bolgelerden alinan Ornekler i¢in antibiyotikli SDA kullanilabilir.
Genellikle saprofit kiiflerin iiremesini engellemek icin sikloheksimid iceren besiyeri
kullanilir. Ancak Cryptococcus neoformans gibi sikloheksimide duyarli mantarlari

iretmek i¢in hem antibiyotikli hem de antibiyotiksiz besiyeri ayni anda
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kullanilmalidir. Bazi1 Candida tiirlerinin sikloheksimid duyarhliklar1 degiskendir

(Tablo 11.4) [25].

Tablo 11.4: Candida tiirlerinin sikloheksimid duyarliliklar1 [25].

Mikroorganizmalar 25°C’de sikloheksimid ile iireme
Candida albicans +
Candida tropicalis +
Candida parapsilosis -

Candida guilliermondii
Candida pseudotropicalis
Candida krusei -

J’_
J’_

Mayalar icin optimal inkiibasyon 1sis1 37°C iken, kiifler i¢in 20-26°C’dir.
Optimal pH mayalar i¢in 3.0-7.5; kiifler i¢in 2.2-9.0 arasindadir [25].

Mayalarin tanimlanmasi igin gesitli biyokimyasal testler yapmak gereklidir.
Bunun i¢in gilinlimiizde oOzgiilliigii ve duyarliig1 c¢ok yiiksek ticari kitler
bulunmaktadir [26]. Kiiflerin tanimlanmasi i¢in ise ¢esitli teshis kitaplarmdan

yararlanilmaktadir [19, 21].

I1.7.3. Antijen Tayini

Fungal antijenlerin saptanmasi i¢in ¢esitli testler mevcuttur. Kapsiil antijeninin
saptanmas1 i¢in ELISA ydntemleri kullanilmaktadir. Invaziv aspergillosis tanisi i¢in
galaktomannan antijeni testi uygulanmaktadir. Galaktomannan, Aspergillus cinsi
mantarlarda hiicre duvarinda bulunan, heteropolisakkarit yapida major bir antijendir.
Bu test ELISA yontemi ile calisilmaktadir ve ticari formu bulunmaktadir.
Cocuklarda ve yeni doganlarda bu testin 6zgiilliigii distiktiir. Ayrica piperasilin-
tazobaktam kullanan hastalarda galaktomannan antijeni testinde yalanci
pozitifliklikler saptanmaktadir.

Invazif kandidoz tanisinda D-arabinitol biyokimyasal bir belirte¢ olarak
kullanilmaktadir.

Invazif mikozlarin tamisinda kullanilan bir baska ve 6nemli bir test de 1,3-B-D
glukan antijeni saptanmasidir. 1,3-B-D glukan Zygomycetes grubu mantarlar ve
Cryptococcus tiirler1 diginda, tiim mantarlarin hiicre duvarinda yer alan bir
polisakkarittir. Serumda bu antijenin varligmin tespiti mantar enfeksiyonlarmin

tanis1 i¢in ¢ok dnemli bir yer tutmaktadir [25, 36].
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11.7.4. Molekiiler Yontemler

Molekiiler yontemlerden en fazla PCR kullanilmaktadir. Testler genellikle
panfungal olarak uygulanmaktadir. Halen tamami optimize edilmis ¢ok iyi bir

yontem yoktur. Ancak bu alanda ¢ok sayida caligma yapilmaktadir [37-41].

I1.8. ANTIFUNGALLER

Mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan ¢ok smirli, ancak sayilari giin
gectikce artan antifungal ilag vardir. Antifungal ilaclarin ¢ogunun kisith antifungal
etkilerinin olusu, enfekte dokulara yeteri kadar niifuz edememeleri, direngli suslarin
gelismesi, immunyetmezlik gibi etkenler antifungal tedaviyi gii¢lestirmektedir.
Antifungal tedavinin basaris1 dogru tan1 ve uygun antifungal kullanilmasi ile dogru
orantilidir.

Antifungal direng, {li¢ baslik altinda incelenir:
e primer (intrinsik),
e sekonder (kazanilmis),
e Kklinik.
Primer diren¢ antifungal temas oykiisii yokken kalitimla gelen direnctir. Sekonder
diren¢ uzun siireli bir antifungal kullanim sonucu olarak, dnceden duyarli olan bir
izolatin direngli bir fenotip gelistirmesiyle ortaya cikar. Klinik diren¢ laboratuvar
testlerine gore hassas oldugu bilinen antifungal kulanima ragmen hastaligin ilerleyici
olmasi durumu olarak tanimlanmaktadir. Bu durum tipik olarak immiin yetmezlik
durumlar1 (AIDS, nétropeni gibi) varliginda goriilmektedir [26].
Antifungaller etki mekanizmalarma gore asagidaki sekilde smiflandirlar:
1- Polyenler: Bu grup antifungaller mantar hiicresinin sterol halkasa
baglanip, mebran 6zelligini bozarlar.
e Amfoterosin B
e Nistatin
2- Azoller: Tiim azol bilesikleri, lanosterol demetilaz enzimini inhibe ederek
antifungal etki gosterir. Bu enzim, lanosterolden ergesterol sentezinde rol
alan bir enzimdir. Ergesterol sentezinin inhibisyonu mantar hiicre
membran sentezinin sonlanmasiyla sonuglanir.

e Flukonazol
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e ltrakonazol
e Vorikonazol
e Posakonazol
e Ravukonazol
e Ketokonazol

3- Primidinler (Niikleozit Analogu): Niikleik asit sentezini inhibe ederler.
Bunlar primidin metabolizmasin1 bozar ve bdylece mantar hiicresindeki
DNA, RNA ve protein sentezini engelleyerek antifungal etki gosterir.
e 5-Flusitozin

4- Ekinokandinler: Genis etki spektrumuna sahip lipopeptit yapisindaki
bilesiklerdir. Ekinokandinler glukan sentezini inhibe ederek mantarin hiicre
duvari sentezini inhibe ederler.
e (Caspofungin
¢ Anidulafungin
e Mikafungin [35].

IL.9. LITERATUR OZETI
PCR ile ilgili caligmalar, 1983 yilinda Kary Mullis tarafindan bulunmasi ile

baslamistir. Giinlimiizde molekiiler biyolojinin temel tekniklerinden biri olmustur ve
genis bir kullanim alanina sahiptir. Gida miihendisliginden tibba kadar bir ¢ok
alanda siklikla  kullanilmaktadir. Tipta hastalik tanisinda ve cesitli
mikroorganizmalarim identifikasyonunda kullanilmaktadir. Ozellikle Mycobacterium
tuberculosis gibi yavas Tlreyen bakteriler, mantarlar ve viral etkenlerin
belirlenmesinde PCR’1n rolii ¢ok biiyliktiir. Clinkti M. tuberculosis kiiltiirde ¢cok gec
irediginden tedavi i¢cin ge¢ kalinabilmektedir. Mantar etkenlerinden kiifler ve
dermatofitlerin de geleneksel yontemlerle saptanmasi uzun zaman almaktadir.
Viriisler ise sadece hiicre kiiltiiriinde iretilebildiklerinden PCR ile saptanmalar1
tedavi agisindan ¢ok dnemlidir [42].

Mantarlarin  saptanmasinda kullanilan tiimiiyle optimize bir protokol
olmamakla birlikte bu alandaki caligmalarda Ozellikle son yillarda artis
goriilmektedir.

Yeni Zellanda’da (1994) kan orneklerinden konvensiyonel PCR ile Candida

albicans taramasi yapilmis ve basarili sonuglar elde edilmistir [43].
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1994 yilinda bir grup arastirict tarafindan C. albicans, C. parapsilosis, C.
glabrata ve C. tropicalis tanis1 i¢in tek primer kullanilmis ve 27 Ornekten 26
tanesinde kiiltiir ile ayn1 sonu¢ bulunmustur [44].

Hollanda’da (1994) immunsupresif hastalardan alman alt solunum yolu
orneklerinde konvensiyonel PCR ile Aspergillus taramasi yapilmistir. Calismada
kiiltlir ile uyumlu sonuglar elde edilmis ve PCR icin gerekli laboratuvar ortaminin
olusturulmasmin gerekliligi ile deneyimli personel tarafindan ¢alisilmasi gerektigi
vurgulanmigtir. Ayrica bu ¢alismada PCR’mn mantar enfeksiyonlarinda erken tani
icin faydali oldugu ve tedaviyi olumlu yonde etkiledigi belirtilmistir. Yine 1997
yilinda Almanya’da yapilan bir ¢alismada 6zellikle immiinsupresif hastalarda erken
taniin tedaviye biiyiik oranda yardimei1 oldugu belirtilmistir [45, 46].

Amerika’da (1998) kemoterapi tedavisi goren hasta gruplarinda yapilan bir
calismada, Candida ve Aspergillus saptanmasi i¢in panfungal PCR yapilmis ve {i¢
hastaya akciger aspergillosisi tanis1 konulmustur. PCR sonugclari ile diger bulgularin
uyumlu oldugu belirtilmistir [47].

1999 yilinda Almanya’da yapilan calismada nested PCR ile Aspergillus
taramas1 yapilmistir. Kiltiir yontemi ile iiretilen 315 Aspergillus susu, PCR ile de
saptanmistir [48].

1999 yilinda Kanada’da kiiltiir ile iiretilen Candida ve Aspergillus suslarinin
dizi analizleri yapilmistir. Calismanin sonucunda geleneksel yontemlerle molekiiler
yontemler arasinda uyum oldugu belirtilmistir [49].

2001 yilinda kandidiyasis slipheli hastalardan ve farelerden 6rnekler alinmis ve
nested PCR ile Candida varhigi saptanmaya calisiimistir. Antijen titresi ile PCR
sonuglar1 arasinda uyumsuzluklar saptanmis ve PCR’in daha giivenilir sonuglar
verdigi belirtilmistir [50].

Ingiltere’de  (2001) Taqman prob kullamlarak 5 farkhh Candida tiirii
tiplendirilmeye c¢alisilmistir. Calismada sadece germ tiip ile Candida albicans
tanisinin konulmasmin zaman zaman hatalara neden olacagi belirtilmis ve Candida
dubliniensis’inde germ tiip pozitif oldugu vurgulanmistir. Ayrica tiire 6zgli Tagman
problarmin kullaniminin PCR verimini arttiracagi belitilmistir [S1].

2002 yilinda Amerika’da invasiv aspergillosis tamisisinda kullanilan kiiltiir
yontemi ve panfungal PCR sonuclar1 karsilistirilmis ve PCR’m kiiltiir yontemine

gore 19.4 kat daha duyarli oldugu saptanmistir [52].
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Amerika’da (2002) germ tiip yontemi ile teshis edilmis 97 Candida albicans
ornegi hibridizasyon prob yontemi ile molekiiler diizeyde tanimlanmistwr. 97
ornekten 69 tanesinin ger¢ekten C. albicans oldugu; ancak 28 6rnegin C. dubliniensis
oldugu rapor edilmistir.  Calismada sadece germ tiip testi ile C. albicans
tanimlamasimim yanlis oldugu belirtilmis ve bu durumun 6zellikle HIV pozitif
hastalarda flukonazole direngli C. dubliniensis enfeksiyonlarinda risk olusturdugu
vurgulanmustir [53]. Bu durum benzer ¢alismalarda da belirtilmistir [54, 55].

2003 yilinda onkoloji kliniginde yapilan ¢alismada real time PCR testinin
kiiltiir yontemine gore daha duyarli oldugu; Kkiiltiirde iiretilemeyen bazi suslarin
PCR’da saptandigi belirtilmistir.  Ayrica real time PCR siiresinin kisa olmasi
konvensiyonel PCR’a goére bir avantaj oldugu rapor edilmistir [56]. Yapilan baska
calismalarda da real time PCR’1n diger teshis yontemlerine gore daha duyarli oldugu
belirtilmistir [57-61]. Aspergillus tan1 amagh yapilan baska caligmalarda (2005) da
kiiltiir ve mikroskobi yOntemlerinin de mutlaka destekleyici olarak yapilmasi
gerektigi bildirilmistir [62, 63].

2006 yilinda yalanci PCR negatifligi problemini konu alan bir raporda,
orneklerdeki inhibitor nedeniyle zaman zaman yanlis sonuglar elde edilebilecegi ve
test sonuclarinmn klinik bulgularla karsilastirilmas: gerekliligi belirtilmistir. Ayrica
klinik olarak enfeksiyon belirtileri varken elde edilen negatif sonuglar igin testlerin
tekrarlanmasi gerektigi vurgulanmistir [64].

Tunus’da (2007) Candida tiirlerinin identifikasyonu i¢in 49 6rnek incelenmis.
Bunlarin sadece 19 tanesi kiiltiirde pozitif bulunurken; tamami PCR ile saptanmistir
[65].

Doku 6rneklerinden mantar identifikasyonu i¢in yapilan bir ¢alismada (2007)
PCR’in daha duyarli oldugu; ancak bu testin sonuglarmin kiiltiir ile dogrulanmasi
gerektigi belirtilmistir [66].

Daha onceki calismalarin ¢ogu konvensiyonel PCR temelli caligmalardi.
Ancak son birka¢ yilda fungal etkenlerin saptanmasinda ve tiplendirmesinde real
time PCR uygulamalar1 siklagsmistir. Bu sistemlerin hizli ve diziye 6zgiil problar
kullanilarak duyarlihlk ve Ozgilliigiiniin arttirabilmesi, calismalarin bu tarafa
yonelmesini saglamistir. Konvensiyonel PCR ile 4-6 saat arasinda siiren test siiresi,
real time PCR tekenolojisi ile 1-1.5 saate inmistir. Bu sistemler sayesinde ¢aligmalar
artmig, diger yoOntemlerle karsilastrma caligmalari baslamis ve fungal PCR

testlerinin duyarlilig1 artmistir [67-72]
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Portekiz [73] ve Isve¢’te [74] Candida tiirlerinin identifikasyonunda real time
PCR yontemi kullanilmis ve erime tepeleri (Tm) analizi ile tiplendirmeleri
denenmistir. Ancak erime sicakliklarmin birbirine ¢ok yakin olduklar1 saptanmaistir.
Bu tiir caligmalarin identifikasyonda degil, daha cok risk grubu hastalarin erken
tanisinda kullanilabilecegi belitilmektedir [75]. Mantar genomlarinda kullanilan
ortak bolgelerdeki farkiliklar PCR temelli ¢alismlarm en biiyiik sorunu olmustur
[76].

Almanya’da (2009) yapilan bir calismada kan orneklerinden Candida
tiplendirme caligmalar1 yapilmis ve geleneksel yontemlere gore real time PCR
sistemi ile sonug siiresinin 3 giin azaltildig1 belirtilmis, bunun da tedavinin seyrini
degistirdigi bildirilmistir [77].

Japonya’da 2009 yilinda real time PCR sistemi mantar enfeksiyonlarinin tanisi
ve kantitatif olarak izlenmesi amaciyla kullanilmistir. Ayrica sonuglar dizi analizi ile
dogrulanmistir. Bu iki yontem arasinda bir fark olmadig belitilmistir [78]. Mantar
enfeksiyonlarinin  kantitatif olarak izlenmesinin  enfeksiyonun derecesini
belirlemedigi [79], otomatize niikleik asit izolasyon sistemlerin kullanilmasiyla
standardize yontemlerle birlikte kullanildiginda verimli olacagi belirtilmektedir [80].

Japonya’da (2009) yapilan baska bir g¢alismada bazi Candida tiirlerinin
geleneksel yontemlerle saptanamadigi; bu nedenle PCR ile tiplendirme yapilmasi
gerekliligi vurgulanmistir [81].  Cogunlukla Candida albicans ile Candida
dubliniensis ayrimmin yapilmasinda hatalar oldugu belirtilmektedir [82].

Almanya’da (2010) real time PCR yontemi ile Candida tirlerinin
identifikasyonu caligmalar1 yapilmis, konvensiyonel PCR’a gore daha uygulanabilir
ve pratik oldugu belirtilmistir. Ayrica Candida suslarindaki azol grubu
antifungallare kars1 diren¢ artis1 nedeniyle tiplendirme ve antifungal duyarlilik
calismalarmin gerekliligi vurgulanmustir [83].  Ozellikle de ndtropenik hasta
gruplarinda ampirik tedavinin basarili olmasi i¢in hizla tani1 konulmasi hayati 6nem
tasimaktadir.  Ciinkii mantar enfeksiyonlarmin tedavisi zordur ve bazen tani
postmortem Orneklerden konulabilmektedir [84]. Ancak bu alanda yeterli diizeyde
calisma bulunmamaktadir [85]. Aspegillus enfeksiyonlar1 Candida enfeksiyonlarina
gore daha ciddi sorunlara yol agmaktadir. Bu nedenle, bu tip enfeksiyonlarin

tedavisi bazen ¢ok zor bazen de imkazsiz olabilmektedir [86-88].
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Ulkemizde mikoloji alaninda morfolojik ve biyokimyasal ydntemlerle
identifikasyon ¢aligmalar1 siklikla yapilmaktadir. Ancak PCR caligmalar1 bir kag
merkez ile sinirli olup, giin gectikce ¢caligmalar hiz kazanmaktadir.

Istanbul’da (2010) kan kiiltiirlerinden direkt PCR ile en fazla etken olarak
goriilen dort farkli Candida tiri (C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis ve C.
parapsilosis) teshis edilmistir. Nested PCR ile yapilan ¢alisma sonucunda kiiltiir ile
uyumlu sonuglar elde edilmis, hiz agisindan PCR yonteminin avantajli oldugu
belirtilmistir [89]. Kayseri’de (2010) yapilan baska bir ¢calismada da benzer sonuglar
elde edilmistir [90].

Istanbul’da (2011) nétropenik hasta gruplarinda, fungal enfeksiyonlarmnin
tanimlamasinda kullanilan galaktomanan antijeni, kiiltir ve real time PCR
yontemleri karsilastirilmistir.  Fungal enfeksiyonlarinin tanisinin konulmasi igin

birkag testin birlikte yapilmasi gerekliligi vurgulanmistir [91].
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BOLUM III

TEZ CALISMALARI

II1.1. TEZ CALISMASINDA KULLANILAN MATERYALLER

Tez galismasinda 2009-2011 yillar1 arasinda Yeditepe Universitesi Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na bagvuran hasta ornekleri ile bu 6rneklerden lireyen
suglar kullanilmistir. Calismamizda kullanilan suslar; abse, agiz siiriintiisii, BAL
(bronkoalveolar lavaj), balgam, batin i¢i mayi, idrar, idrar sondasi, kan kiiltiiri,
kateter, kulak akintisi, kulak siiriintiisii ve trakeal aspirat Orneklerinden izole
edilmiglerdir (Tablo III.1 ve II1.2). Toplam 139 6rnek ¢aligilmis ve 110 tanesinde

Candida; 29 tanesinde ise Aspergillus’a ait tiirler izole edilmistir.

Tablo II1.1: Candida suslarinin izole edildikleri 6rneklerin cinsleri

Materyal Cinsi Miktar
ABSE 7
AGIZ SURUNTUSU 2
BALGAM 30
BATIN iCI MAYI 1
IDRAR 19
IDRAR SONDASI 1
KAN KULTURU 21
KATETER 2
TRAKEAL ASPIRAT 27
TOPLAM 110
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Tablo I111.2: Aspergillus suslariin izole edildikleri 6rneklerin cinsleri

Materyal Cinsi Miktar
ABSE 2
BAL 1
BALGAM 14
KULAK AKINTISI 3
KULAK SURUNTUSU 5
TRAKEAL ASPIRAT 4
TOPLAM 29

Mikolojik testler i¢in laboratuvara ulastirilan 6rnekler (Tablo III.3. ve 111.4.)
ekimi yapilincaya kadar buzdolabinda (2-8 °C’de) muhafaza edilmislerdir.

Tablo II1.3: Candida suslarinin izole edildikleri 6rneklerin listesi

Ornek No Materyal Ornek No Materyal
1 IDRAR 56 KAN KULTURU
2 TRAKEAL ASPIRAT 57 ABSE
3 ABSE 58 ABSE
4 TRAKEAL ASPIRAT 59 TRAKEAL ASPIRAT
5 BALGAM 60 BALGAM
6 TRAKEAL ASPIRAT 61 BALGAM
7 TRAKEAL ASPIRAT 62 TRAKEAL ASPIRAT
8 KATETER 63 KAN KULTURU
9 BALGAM 64 KAN KULTURU
10 BALGAM 65 KAN KULTURU
11 BALGAM 66 KAN KULTURU
12 TRAKEAL ASPIRAT 67 AGIZ SURUNTUSU
13 TRAKEAL ASPIRAT 68 IDRAR
14 IDRAR 69 IDRAR
15 IDRAR SONDASI 70 BALGAM
16 KAN KULTURU 71 BALGAM
17 KAN KULTURU 72 BALGAM
18 IDRAR 73 BALGAM
19 BALGAM 74 BATIN ICI MAYI
20 TRAKEAL ASPIRAT 75 IDRAR
21 TRAKEAL ASPIRAT 76 BALGAM
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Ornek No Materyal Ornek No Materyal
22 BALGAM 77 IDRAR
23 BALGAM 78 TRAKEAL ASPIRAT
24 TRAKEAL ASPIRAT 79 TRAKEAL ASPIRAT
25 BALGAM 80 IDRAR
26 TRAKEAL ASPIRAT 81 IDRAR
27 BALGAM 82 TRAKEAL ASPIRAT
28 TRAKEAL ASPIRAT 83 TRAKEAL ASPIRAT
29 BALGAM 84 AGIZ SURUNTUSU
30 IDRAR 85 ABSE
31 IDRAR 86 ABSE
32 IDRAR 87 BALGAM
33 TRAKEAL ASPIRAT 88 BALGAM
34 KATETER 89 BALGAM
35 BALGAM 90 BALGAM
36 BALGAM 91 BALGAM
37 IDRAR 92 TRAKEAL ASPIRAT
38 IDRAR 93 TRAKEAL ASPIRAT
39 KAN KULTURU 94 TRAKEAL ASPIRAT
40 ABSE 95 BALGAM
41 KAN KULTURU 96 BALGAM
42 KAN KULTURU 97 TRAKEAL ASPIRAT
43 TRAKEAL ASPIRAT 98 TRAKEAL ASPIRAT
44 BALGAM 99 TRAKEAL ASPIRAT
45 TRAKEAL ASPIRAT 100 KAN KULTURU
46 BALGAM 101 KAN KULTURU
47 KAN KULTURU 102 KAN KULTURU
48 IDRAR 103 IDRAR
49 TRAKEAL ASPIRAT 104 IDRAR
50 KAN KULTURU 105 BALGAM
51 KAN KULTURU 106 IDRAR
52 KAN KULTURU 107 BALGAM
53 KAN KULTURU 108 KAN KULTURU
54 KAN KULTURU 109 ABSE
55 KAN KULTURU 110 IDRAR
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Tablo 111.4: Aspergillus suslariin izole edildikleri 6rneklerin listesi

Ornek No Materyal
1 BALGAM
2 ABSE (KALP KAPAKCIGI)
3 TRAKEAL ASPIRAT
4 TRAKEAL ASPIRAT
5 KULAK AKINTISI
6 KULAK AKINTISI
7 KULAK SURUNTUSU
8 KULAK SURUNTUSU
9 BALGAM
10 BAL
11 BALGAM
12 BALGAM
13 BALGAM
14 BALGAM
15 BALGAM
16 BALGAM
17 BALGAM
18 ABSE (KALP KAPAKCIGI)
19 TRAKEAL ASPIRAT
20 TRAKEAL ASPIRAT
21 KULAK SURUNTUSU
22 KULAK SURUNTUSU
23 KULAK SURUNTUSU
24 KULAK AKINTISI
25 BALGAM
26 BALGAM
27 BALGAM
28 BALGAM
29 BALGAM
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139 sustan 49 tanesi kadin hastalardan izole edilirken; 90 tanesi ise erkek
hastalardan izole edilmistir (Tablo II1.5 ve Sekil III.1.). Cinsiyet farkinin tiremeye

etkisinin olup olmadigina dair bir kaynaga rastlanmamustir.

Tablo I11.5: Ornek alinan hastalarin cinsiyet dagilimi

CINSIYET MIKTAR
KADIN 49
ERKEK 90

TOPLAM 139

Grafik II1.1: Hastalarin cinsiyet dagilimlarmin yiizde oranlari
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I11.2. TEZ CALISMASINDA KULLANILAN YONTEMLER

Tez calismasinda Oncelikle Orneklerin kiiltiir ekimleri yapildi.  Kiltiirde
iiretilen ornekler daha sonra fenotipik yontemlerle teshis edildi. Saf kolonilerden
DNA izolasyonlar1 yapildi ve PCR i¢in gerekli materyaller hazirlanmig oldu. Daha
sonra bu orneklere panfungal PCR testleri uygulandi. Bu yontem Sybr Green boyasi
iceren Kkitlerle gergeklestirildi. Candida suslarinin ayrica Taqman problari ile
molekiiler diizeyde tiplendirmeleri yapildi. Son olarak yine Candida suslarinin
mikrodiliisyon yOnteminin bir modifikasyonu olan kolorimetrik temelli bir kit
(Sensititre) ile antifungal duyarliliklar1 saptandi.  Sekil III.1.’de tez akis semasi

goriilmektedir.

Ornek Alimi Kltir Ekimi
Geleneksel Kdltar
Degerlendirme Yontemlerle Yontemleri
identifikasyon

. Panfungal
%njli;;rﬁlglil i l_ Aspergillus Real
y Time PCR

Panfungal !
Candida Real Yontemler
Time PCR

l_ Tagman Prob ile
Real Time PCR

Molekdler

Sekil II1.1: Tez akis semasi
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I11.2.1. KULTUR YONTEMI

Bu yontem istenen mikroorganizmanin uygun besiyerinde {iiretilmesi esasmna
dayanir. Uremenin saglanabilmesi igin iiretilmek istenen mikroorganizmanimn uygun
kosullarda inkiibe edilmesi gerekmektedir.

Bu c¢aligmada antibiyotikli (Anti-SDA, Salubris) ve antibiyotiksiz sabouraud
dekstroz agar (SDA, Merck) kullanilmustir. Idrar rneklerinin ekimleri sayim plagi
seklinde (Sekil I11.2.); diger orneklerin ise ekimleri tek koloni ekim yontemi (Sekil
II1.3.) ile yapilmis ve ekimi yapilan Petri kaplar1 uygun kosullarda inkiibe edilmistir
(Tablo I11.6). Optimum inkiibasyon sartlar1 Candida igin 37 °C, Aspergillus suslari
icin 22-26 °C’dir [26].

Sekil I11.2: Ekim yontemi: Sayim plagi
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Sekil I11.3: Ekim yontemi: Tek koloni

Tablo I11.6: Mantar kiiltiirii ekim, inkiibasyon stireleri ve sicakliklar

Besiyerleri
Materyal Anti- Siire Yontem
SDA SDA SDA

Idrar 37°C | 26°C | 37°C | 1 hafta Sayim plagi
Balgam 37 °C 26 °C 37°C | 10 giin Tek koloni
BAL, DTA 37 °C 26 °C 37°C | 10 giin Tek koloni
Bogaz, agiz

siiriintiileri 37°C | 26°C | 37°C | 1 hafta Tek koloni
Steril viicut

stvilari 37 °C 26 °C 37°C | 2 hafta Tek koloni
Doku 37°C | 26°C | 37°C | 3hafta Tek koloni
Yara (yizeysel) | 37°C | 26°C | 37°C | 10 giin Tek koloni
Yara (Derin),

Abse 37°C | 26°C | 37°C | 2hafta|  Tek koloni
Kornea, kulak

gibi kazinti

Ornekleri 37°C | 26°C | 37°C | 2hafta Tek koloni
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I11.2.1.1. Kiiltiir Yonteminde Kullanilan Yardimci Testler

Inkiibasyon sonunda iireyen koloniler degerlendirilmis ve maya siipheli olan
koloniler Gram boyama yontemi ile dogrulanmistir.

Gram boyama yontemi: Bu yontem ilk kez Hans Christian Joachim Gram
tarafindan uygulanmis ve bakterilerin Gram olumlu (pozitif) ve Gram olumsuzluk
(negatif) boyanma oOzelligi oldugunu gostermistir.  Gram pozitiflik o6zelligi
mikroorganizmalarin hiicre ¢eper yapisma bagh bir Ozelliktir.  Gram pozitif
bakterilerin peptidoglikan tabakasi gram negatiflere gore daha kalindir, ayrica Gram
negatiflerde bulunmayan teikoik asit bulunur. Bu yontem asagidaki sekilde

uygulanmaktadir:

e Bir damla serum fizyolojik iizerine koloniden bir miktar konur, preparat
kurutulur ve alevde tespit edilir.

e Preparat iizerine kristal viyole dokiiliir ve 1 dakika bekletilir.

e Preparat iizerindeki boya dokiiliir ve su ile yikanir. Preparat lizerine
ligol soliisyonu ilave edilir ve 1 dakika bekletilir.

e Peparat lizerindeki boya dokiiliir ve su ile yikanir. Preparat iizerine
aseton-alkol dokiiliir. Uzerinden boya akincaya kadar beklenir (10-15
sn).

e Preparat su ile yikanir.

e Preparat sulu fuksin boyasi ile 1 dakida boyanir.

e Preparat su ile yikanir, kurutulur ve mikroskopta incelenir.

Gram pozitif mikroorganizmalar mor, Gram negatifler ise pembe-kirmizi
renkte boyanir [26].

Gram boyama yonteminde mayalar, Gram pozitif 6zellik gosterirler. Mayalar
tomurcuklanmis sekilde goriilmektedir. Zaman zaman da yalanci hifler
goriilebilmektedir (Sekil I11.4. ve 5.) [26].

Gram boyama ile maya oldugu anlasildig1 zaman germ tiip testi yapilir. Son
yillara kadar germ tiip pozitif 6rnekler, C. albicans olarak isimlendirilmekteydi.
Ancak C. albicans’a genotipik olarak ¢ok yakm, germ tiip pozitif olan C.
dubliniensis tiirii tamimlandiktan sonra bu yaklasim yavas yavas ortadan kalkmaya

baslamustir.
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Sekil I11.4: Balgam 6rneginin Gram preparatinda maya hiicrelerinin goriiniimii

Sekil IILS: Koloniden hazirlanan Gram preparatinda maya hiicrelerinin

gOrunimu

Germ tiip testi: Bu testte hiicrelerden germ tiipii olusumu aranir. Asagidaki
sekilde yapilir:

e Maya kolonisinden bir 6ze kadar alinir, 0.5-1.0 ml steril serum icinde bir
suspansiyon yapilir ve vortekslenir.

e Siispansiyon 37°C'de 2 saat inkiibe edilir.

e Karisimdan bir damla lama konur ve {izeri lamelle kapatilir.
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e Mikroskop altinda maya hiicrelerinin germ tiip olusturup olusturmadiklari
arastiritlir. Germ tiip olusturan mayalar, germ tiip pozitif, germ tiip olusturmayanlar
ise germ tiip negatif olarak isimlendirilirler. Germ tiip pozitif olanlar C. albicans
iken, germ tlip negatif olanlar ise Non-albicans Candida olarak isimlendirilirler ve

cesitli yontemlerle tiplendirilirler (Sekil I11.6.) [25].

3
| 1
-
|
ChromAgarda
Koyu yesil -l— Diger renkler /

Cdndiad J ID32¢C -l
albicans

Sekil I11.6: Rutin yontemlerde Candida tiirlerinin teshisinde izlenen yol

ChromAgar Candida (Salubris) besiyeri, C. albicans ile albicans disi
Candida tirlerinin saptanmasinda kullanilmaktadir. Bu besiyerinde C. albicans koyu
yesil renkte koloniler olustururken, diger Candida tiirleri degisik renklerde koloniler
olusturmaktadirlar. Bilindigi gibi C. dubliniensis tiirlerinin de germ tiip testi pozitiftir
ve rutinde siklikla C. albicans ile karistirilmaktadir. C. dubliniensis tiirleri bu
besiyerinde agik yesil veya beyaz renkte koloniler olusturmaktadir. Besiyerinin bu

0zelligi pratik olarak tiir ayrimma yardimci olmaktadir [92].
45°C’de iireme testi: Bu test C. albicans suslarmin teshislerinin dogrulanmasi

icin yapilmaktadir. Ciinkli C. albicans tiirlerinin ¢ogu hem 37°C’de hem de 45°C’de

iirerler. Bu yontem i¢in germ tiip pozitif olan ve C. albicans tanist konmus suslar iki
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ayr1 petriye pasaj alinir, bir tanesi 37°C’de, digeri ise 45°C’de 48 saat inkiibe edilir.

Her iki Petride de tireme olanlar C. albicans olarak tanimlanir [92].

API ID 32 C testi: Biomerieux (Fransa) tarafindan liretilen bu test, germ tiip
testi negatif olan suglara ve ChromAgar Candida besiyerinde C. albicans gorintiisii
vermeyen suslara uygulanmistir. Bu kit ile bir ¢ok maya tiirii teshis edilmektedir.
Bu kit 32 adet asimilasyon testlerinin ve bir veritabaninin kullanilarak mayalar i¢in
standart bir identifikasyon sistemidir. API ID 32 C stribi, 32 kuyucuk ve bu
kuyucuklarin herbirinde dehidrate karbonhidrat substrati igermektedir (Sekil I11.7.)

Sekil I11.7: API ID 32 C stribinin goriiniimii

Hazirlamist: Tiplendirilecek maya kolonisinden, tek koloni yontemi ile pasaj alinir
ve saf kiiltiir elde edilir. Bu test i¢in mutlaka taze kiiltiir kullanilmalidir. Bir veya
birkag tane koloni alinarak API suspension medium (2 ml) i¢inde karistirilir ve 2
MCcF olacak sekilde hazirlanir. Bu karisimdan 250 pl API C medium’a aktarilir. Bu
siispansiyon hazirlandiktan hemen sonra kullanilmalidir. API ID 32 C stribinin her
bir kiipiiliine 135 pul API C medium igeriginden eklenir ve striplerinin kurumasini
onlemek icin nemli bir ortamda 29 °C’de (£2) 24-48 saat inkiibe edilir. Inkiibasyon
sonunda MiniApi (Biomerieux) cihazinda degerlendirilir.

Bu testin kalite kontrolii i¢in standart maya suslar1 kullanilmistir. Tez

stiresince her ay bu suslar ile API ID 32 C kiti kontrol edilmistir [93].

I11.2.2. ANTIFUNGAL DUYARLILIK TESTLERI

Candida suslarmin antifungal duyarlilik testleri igin CLSI (Clinical Laboratory
Standarts Institute, eski adiyla NCCLS-National Committee for Clinical Laboratory

Standarts, ABD) tarafindan da onayli iki tane metod bulunmaktadir. Bunlar makro
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ve mikrodiliisyon testlerdir. ~ Bu referans yoOntemlerin modifikasyonlar1 ile
olusturulmus bazi yontemler, klinik laboratuvarlarin bu konuda gereksinimlerini
karsilamak iizere gelistirmistir. Calismamizda bu yeni standart modifikasyonlardan
biri olan kolorimetrik yontemi kullanarak, calismamizda izole edilen Candida
tiirlerinin antifungal duyarliliklarinin saptanmas1 hedeflenmistir. Bu amagla MIK’i
saptamada kolorimetrik indikator olarak alamar mavisi kullanan, standart ticari
“Sensititre YeastOne” kiti kullanilmastir.

Sensititre antifungal duyarlilik sistemi, bir kolorimetrik mikrodiliisyon testi
olup; Candida ve Cryptococcus tiirlerinin antifungal duyarhilik testlerinin tayini i¢in
kullanilmaktadir.  Kalitatif ve kantitatif Minimum Inhibitér Konsantrasyonunun

(MIC) kurutulmus bir plak formatinda (Sekil II1.8.) tayin edildigi yontemdir.

1 2 3 4 3 & 7 8 3 10 11 12

Al POS AND AND AND AND AND AMND AND AND AND AND AB

0.015 0.03 D.08 0.12 025 1.5 1 2 4 8 0.12

B MF MF WF MF MF MF MF MF MF MF MF AB

0.008 0.015 0.03 D.08 0.12 D25 0.5 1 2 4 8 0.25

C| CAS CAS CAS CAS CAS CAS CAS CAS CAS CAS CAS AB

0.008 0.015 D.03 D.0d 0.12 0.25 05 1 2 4 ] 0.5

D FC FC FC FC FC FC FC FC FC FC FC AB
0.08 012 025 05 1 2 4 ] 16 12 B4 1

E PZ PZ PZ PZ Pz Pz Pz Pz PZ pZ Pz AB
0.008 0.015 0.03 0.0 0.12 D25 0.5 1 2 4 8 2

F| VOR VOR VOR VOR VOR VOR VOR VOR VOR VOR VOR AB
0.008 0.015 D.03 D.08 0.12 D25 05 1 2 4 8 4

G Z IZ 7 7 Iz 1Z Iz 1Z IZ IZ IZ AB
0.015 003 008 0.12 D35 05 1 2 4 8 16 ]

H FZ FZ FZ FZ FZ FZ FZ FZ FZ FZ FZ FZ

0.12 025 0.5 1 2 4 8 18 32 &4 128 258

Sekil II1.8: Sensititre plagindaki antifungallerin dagilimi [94].

(POS: Pozitif Kontrol, MF: Micafungin, CAS: Caspofungin, FC: 5-Flucytosine,
VOR: Voriconazole, 1Z: Itraconazole, FZ: Fluconazole, AND: Anidulafungin, AB:
Amphotericin B)

Hazirlamisi: Testin dogru calismasi i¢in saf kiiltiirden ¢alisilmalidir. Maya tiirleri
icin 24 saatlik kiiltiir kullanilir.

e Candida kolonileri steril su igersine, 0.5 McFarland olacak sekilde eklenir.

e Siispansiyondan 20p YeastONE Broth i¢ine aktarilir ve karistirilir. Son
konsantrasyonun 1.5 - 8 X 10° CFU/ml olmasi 6nerilir. Bu ilk iki asamanmn 15

dakika igerisinde tamamlanmas1 gerekir.
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e YeastONE Broth siispansiyonundan 100ul YeastONE plagma dagitilir. Bu
islem de 15 dakika i¢inde tamamlanmalidir.

e Kontrol i¢in; YeastONE Broth siispansiyonundan 10ul Sabouraud Dekstroz
Agara ekim yapilir. Dogru yapilan ekimlerde 15-80 koloni iiremesi beklenir. Eger
iireme gerceklesmemisse test tekrarlanmalidir.

e YeastONE plagmn iizeri koruyucu bantla kapatlir ve 35°C de Candida
tiirleri icin; 24-25 saat, Cryptococcus tiirleri igin 72 saat inkiibe edilir.

Testin Degerlendirilmesi: Kirmiz1 renk, iireme oldugunu (direncgli); mavi renk ise
iireme olmadigmi (duyarli) gosterir. Spektrofotometrede 6l¢iim yapilmaz. Sadece
renk degisimi goz ile degerlendirilir.

Oncelikle kontrol kuyucugunda iireme olup olmadigma bakilir. Eger iireme
olmussa (kirmizi) degerlendirilir, iireme olmamigsa (mavi ya da zayif mor) ya test
tekrarlanir ya da 24 saatlik ek inkiibasyona birakilir. Candida tiirleri icin 24 saat
inkiibasyon yeterli olmadig: taktirde 24 saat daha inkiibe edildikten sonra daha iyi
sonu¢ elde edilir. Olusan renk yogunlugunun salt okunur olmasma dikkat
edilmelidir. Plaktaki pozitif kontrol kuyucugu ile testin renk yogunluklar1 dengeli
olmalidir. Plakta iireme olmadiginda mavi renk olusur ve antifungalin duyarliliginin
gostergesidir (Sekil I11.9.). Ureme olustugu sirada renk yogunlugu iyi takip edilmeli
inkiibasyon siiresine dikkat edilmelidir. Antifungallerin duyarl veya direngli olarak
degerlendirmeleri i¢cin CLSI tarafindan belirlenen MIK degerleri esas almmustir
(Tablo II1.7). Bu sekilde tez ¢alismasinda izole edilen Candida tiirlerinin antifungal
duyarlilik testleri yapilmistir [2, 94].

Sekil II1.9: Sensititre plaginda pozitif ve negatif kuyucuklarin goriiniisii
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Tablo I11.7. Candida tiirleri icin CLSI M27’e gbre yorumlayict MIK degerleri [94].

Antifungal Ad1 Duyarh D(lf;zt::'h Direncli
Amfoterosin B <1 >1
Kaspofungin <2 >72
Flukonazol <8 >64
5-Flusitosin <4 8-16 >32
Itrakonazol <0.125 >1
Vorikonazol <1 2 >4

I11.2.3. MOLEKULER YONTEMLER

I11.2.3.1. NUKLEIK ASIT IZOLASYON YONTEMLERI

Calismamizda orneklerden DNA izolasyonlari, MagNA Pure Compact Nucleic
Acid Isolation Kit I ile MagNA Pure Compact (Roche, Almanya) cihazinda
yapilmistir. Bunun i¢in Oncelikle saf kiiltiirden bir koloni alind1 ve steril bir
epandorf icinde, 500 pl litikaz lizisiz buffer (50 mM Tris (pH: 7.6), ImM EDTA
(pH: 8.0), %2’lik 2-merkaptoetanol, 10 U litikaz (Sigma)) ile siispanse edildi ve 37
°C’de 1 saat bekletildi. Daha sonra epandorftaki sivinin {ist kismindan 500 pl alind1
ve otomatik DNA izolasyon cihazinda, eliisyon hacmi 100 pl olacak sekilde izole

edildi [8, 67, 72].
I11.2.3.2. NUKLEIK ASIiT COGALTMA YONTEMLERI

Niikleik asit c¢ogaltma ve tesbit yOntemleri genel olarak iki grupta
incelenmektedir.

1- Niikleik asit prob hibridizasyon yontemleri

2- Niikleik asit amplifikasyon yontemleri (NAA).
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Niikleik asit prob hibridizasyon yontemleri, molekiiler yontemlerin en eski ve
en basit olamidir. Ornekteki hedef niikleik asit dizisi, komplementeri olan isaretli bir
prob ile hibritlenmekte ve tani konmaktadir. DNA’nm kendini eslemesi esasina
dayanir.  Kiiltiir yontemi ile iiretilemeyen ya da identifikasyonu zor olan
mikroorganizmalarin  genomlarmimn tespit edilerek, teshis edilmesi amaciyla
kullanilmaktadir. Gerekli 6n islemlerin fazla olmast ve kullanim alanmin kisith
olmasi nedeniyle ¢ok fazla kullanilmayan bir yontemdir.

Niikleik asit amplifikasyon yontemleri 1ise son yillarda siklikla
kullanilmaktadir. Bu yOntemlerden en Onemlileri polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR)’dur. Bu yontem de DNA’nin kendini eslemesi esasina dayanir. Hedef
bolgeye uygun baz dizileri kullanilarak istenen DNA parcasmin g¢oglatilmasi
amaglanir.  Gidadan sagliga kadar bir ¢cok alanda kullanilmaktadir. Ozellikle tibbi

arastirmalarda kullanilmaktadir [95].

POLIMERAZ ZINCiR REAKSIYONU (PCR)

PCR, hedef DNA/RNA’nin selektif olara amplifikasyonuna olanak verir.
Bunlar:

e Hedef diziyi tagiyan kalip DNA

e Kalip DNA ile eslesebilen 2 tiir oligoniikleotid primeri

e Dort tiir ANTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

o MgCl,

PCR ii¢ asamali bir yontemdir. Bunlar; denatiirasyon, baglanma (annealing) ve
uzama (extension) olup, birbirini izlerler.
Denatiirasyon, c¢ift iplikli DNA’nin birka¢ saniye 94-96°C’de 1s1 ile tek zincirli
DNA sekline doniismesidir.
Baglanma, 6rnegin 30-60 °C’de tutularak, primerin hedef bolgeye baglanmasidir.
Uzama ise polimeraz enzimi yardimiyla tek zincirli DNA kaliplarna baglanan
primerlerin 5°—3” yOniinde uzatilmasidir.  Uzama genellikle 65-72 °C’de
gerceklesmektedir.
Bu ii¢ asama PCR’da bir siklusu olusturur (Sekil II1.10.) ve bir PCR’da ortalama 30-

45 siklus arasinda olmaktadir. PCR, 1s1 dongiilerini saglayan ve thermal cycler adi
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verilen cihazlarda gerceklesir. Bu cihazlar, PCR 0Ornegini programlanan 1s1

derecelerinde ve istenen siirelerde tutmaya yararlar.

Kalip DNA

1. Asama
Denatiirasyon

LA LR R

¥ &yl 2. Asama
LLL“J-MUMS. yyyy .f;% Primer Baglanmasi
MM 3 : W%

L P g g i A 5

* Mt TTTﬂ‘mnmrnmn"rrnTr—rm
< I oo <l IEILlLULL!l.UiI s 3, Asama

4

=N T Yeni Zincir Sentezi
’”"Tnnmﬁ ke i
WMMML“\M

Sekil III.10: Polimeraz zincir reaksiyonunda sematik olarak bir siklusun

asamalar1 [95].

POLIMERAZ ZINCiR REAKSIYONU CESITLERI
1-  invers (Tersine Dénmiis) PCR
2- Homopolimerli PCR
3-  Insitu PCR
4- Hot start PCR
5- Multipleks PCR
6-  Kantitatif PCR
7- Nested, seminested PCR
8- RT (Revers transcriptase) PCR
9-  Touch down PCR
10- Consensus PCR
11- Real time PCR
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Bu PCR c¢esitlerinden amaca en uygun olani se¢ilmelidir. Calismamizda son

yillarda kullanimi siklikla artan real time PCR yontemi kullanilmistir [94].

REAL TIME PCR

PCR reaksiyonlarinda sicaklik dongiilerini saglamak icin kullanilan cihazlarin
(thermocycler) hassas Ol¢lim aletleriyle birlestirilmesi, real time PCR olarak
adlandirilan yeni bir yontemin gelismesine neden olmustur. Real time PCR’da
irlinlerin analizi reaksiyon sirasinda yapilmaktadir. Bu nedenle, agaroz jel
elektroforezi, DNA bantlarinin mor 6tesi 151k altinda goriintiilenmesi gibi islemlerin
uygulanmasma gerek kalmamaktadir. Real time PCR iirlinlerinin kalitatif ve
kantitatif analizlerinde, diziye 6zglin olmayan floresan boyalardan ya da diziye
0zgiin problardan yararlanilmaktadir.

Real time PCR, reaksiyon esnasinda her bir PCR siklusunda yeterli miktarda
iirlinlin verdigi floresans 1s18a gore calisip, reaksiyonu asama asama izleyen, islemin
sonuna kadar olusan iirlinii kontrol eden bir sistemdir. ~ Yani sonuglarin ¢aligma

aninda, es zamanli olarak goriilebildigi sistemlerdir (Sekil I11.11.).

abortAun | End Program | +10 Cycles |Color Comp (0f) « | Instrument Name: LC_15660  1D: LC_15650

Programe  Orline Data Display | Run Notes |

| | | muNNEREENEREERRRRERARRRRNEREEEEN

Running 4 progiam(s]... Program 2 of 4 [PCR amplification), cycle 27 of 45, segment 3 of 3.
Samples E

Colar | Pos| Mame Current Fluorescence

[ | 1 Omek 1

2 Pugzitif Kantrol

| | 3 Negatif Kontral I:]

Fluorescence
SRS

1 2
Samples

I
— [
Fluorescence History Temperature History
1004
0467
045 904
g "4 ~ 80
g 043 Z
o, -
T 042 g 7o
8
£ 041 e
§ os :
ERES £ 50
i
038 40
L
e el =0
1051 1833 2908 oo 1214 3200

Sekil III.11: Calisma esnasinda goriintiilenen real time PCR goriintiisii
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Real time PCR sayesinde DNA ve RNA oOrnekleri kalitatif ve kantitatif olarak
kisa siirede analiz edilebilmekte, c¢ok sayida Ornekle son derece diisiik
kontaminasyon riskiyle giivenle calisilabilmektedir. 25 b¢’den 10.000 bg’ne kadar
olan spesifik DNA dizileri bu yontemle amplifiye edilebilir. Cok hizli olmasinin
yani sira duyarlihgn ve dzgiilliigii yiiksektir. Ozellikle Tagman problar1 gibi diziye

0zgiil olan problar kullanildiginda duyarlilik ve 6zgilliik de artmaktadir.

Real time PCR’da ¢esitli prob sistemleri ve boyalar kullanilmaktadir. Bunlar:
Ozgiil floresan isaretli boyalar

e FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer)

e Tagman prob

e Scorpion primerleri

e Hibridizasyon problar1

Ozgiil olmayan floresan isaretli problar
e Sybr Green
e Etidyum Bromiir

Calismamizda PCR testleri iki asamada uygulanmistir. Birinci asamada Sybr
green boyalar1 kullanilarak cins diizeyinde Candida ve Aspergillus varligmni
saptamak amaciyla panfungal PCR testleri ¢alisildi. Ikinci asamada ise dort farkli
Candida tirtintin (C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis ve C. tropicalis)

tiplendirilmesi i¢in tiire 6zgiil Tagman problar1 kullanilmistir [95, 96].

PANFUNGAL CANDIDA ve ASPERGILLUS PCR

Sybr green vyalnizca c¢ift zincire baglandi§i zaman floresans verir.
Amplifikasyona bagli DNA artis1 ortaya ¢ikan floresans miktari ile 6l¢giiliir. Primerin
baglanmasini takiben ger¢eklesen uzama asamasinda hedef DNA’nin ¢ift sarmal hale
gelmesiyle DNA’ya baglanan  green miktar1 artar. Buna bagli olarak da yayilan
floresansin miktarinda artis gozlenir.  Floresans artisi her zaman spesifik
amplifikasyonu gostermeyebilir. Ciinkii ¢ift sarmal DNA’ya entegre olan Sybr

green, ortamda hedef molekiiller olmadigi zamanlarda primelerin kendi aralarinda
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gergeklesecek baglanmalar (primer dime

olusumuna sebep olabilir.

driinlerinin melting curve (erime egrisi) analizi yapilmaktadir.

rleri) sonucunda yapiya katilarak floresans

Bu olumsuz durumu oOnlemek icin amplifikasyon

Her ¢ift sarmal

kendine 6zgli melting temperature (erime sicakligl) Ty, degerine sahiptir. Tp, cift

sarmal DNA’nin %50’sinin tek sarmal

11.12).

Tm Calling [color compensation 10.07.2009]

hale gelmesi ¢in gerekli sicakliktir (Sekil

J Channel (530) ~ Color Compensation [On] ~ Progiam [3] - |J Settings - Display ~
Samples | elting Peaks |
Wirclude| Color | Pos | Mame | Tml | Tm2 | Melting Curves
B 1 Candidaabicans a7 B0
2 Candida dubliniensis 8776 ?'?49
B 2 Candidaglabrata a7.84 . ?.049
W 4 Candidatropicals gran 8218 = 6349
[ ] 5 Aspergilus flavus 85.35 90.51 & 5643
[ ] E  Aspergilus fumigatus 85.25 89.39 2 4949
B 7 Aspengilus riger 9535 2944 4.248
2 Candida mix a7.62 3549
9 Aspergilus mix 90,16 = 218:3
7 :
B 10 dH20 1443
0.749
T T T T T T T T T T T
74 76 76 a0 a2 a4 86 a5 a0 9z a4
Temperature (°C}
Melting Peaks
1168
o
@ 0968
&
E 0.768
g 0.568
2
= 0,368
z
= 0168
74 78 7@ 81 82 84 88 83 @0 92 g4
Temperature (°C}
W Tmi 85.35
Ok Tm 2 39,44
Feset

Sekil I11.12: Melting curve (erime

Panfungal PCR’da kullanilmak {ize

egrisi) analiz 6rnegi

re Candida ve Aspergillus’un ITS (internal

transcribed spacer) 2 bolge sekanslarindan dizayn edilen primerler kullanildi (Tablo

IL8).

ITS rRNA (Sekil II1.13) iizerinde bir bolge olup, mutasyona ugramamasi

nedeniyle fungal tiplendirmelerde siklikla kullanilmaktadir [95, 96].

Tablo I11.8: Panfungal PCR i¢in kullanilan primer dizileri

Candida-specific primers

Primer Dizisi

Cand-F

CCTGTTTGAGCGTCRTTT

ITS-R

TCCTCCGCTTATTGATAT

Aspergillus-specific primers

Primer Dizisi

Asp-F

CTGTCCGAGCGTCATTG

ITS-R

TCCTCCGCTTATTGATAT
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5] 55

i |
i ]

Sekil II1.13: Fungal PCR’da kullanilan rRNA bolgeleri [95].

ITS bolgelerinden dizayn edilen primerler gen bankasinda kontrol edildi
(GenBank: AY382338). PCR sonrasi erime egrisi analizi sayesinde cins diizeyinde
tanimlamalar yapild1 [8, 96]. Panfungal PCR calismalarinda LC FastStart DNA
Master Sybr Green I kiti ve Light cycler 2.0 (Roche, Almanya) cihazi1 kullanilmistir.
Tablo II1.9 ve 10.’da PCR karisimlar1 ve sartlar1 bulunmaktadir.

Tablo II1.9: Panfungal PCR Karisimi

Bilesen Miktar
Su 11.6 pl
MgClI2 1.4 pl
Forward Primer (Asp-F, Cand-F) 1.0 nl
Revers Primer (ITS-R) 1.0 nl
Fast Start Master Mix 2.0 nl
DNA 3.0l
Toplam Hacim 20.0 nl
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Tablo I11.10: Panfungal PCR Sartlar1

. Ramp ‘el
Analiz Modu | Segment |Dongii Slc;lkllk Hold Time Rate Acquisition
(°C) |(hh:mm:ss) | Mode
(°Cl/s)
Initial denaturation
None I [ 1 [ 95 | 00:10:00 | 20 | None
Amplifikasyon
Denaturation 95 00:00:08 20 None
Amplifikasyon| Annealing 45 | 45%.49™ 00:00:10 20 None
Extension 72 00:00:10 20 Single
Melting Curve
1 95 00:00:30 20 None
Melting Curve 1 2 35 | 000100 1 o9 F o
3 98 00:00:01 0,2 None
Cooling Step
None 1 | 1 | 40 | 00:00:30 | 20 | None

" Candida PCR igin annealing sicakligi; ~: Aspergillus PCR igin annealing

sicakligi

TAQMAN PCR ile CANDIDA TURLERININ SAPTANMASI

Tagman sisteminde 5’ ve 3’ uglar1 florokrom maddelerle isaretli problar
kullanilir. Probun 5° ucunda raportor florokrom FAM (6-carboxyfluorescein), 3’
ucunda ise baskilayici florkrom TAMRA (6-carboxy-tetramethyl-rodamine) bulunur.
Hidroliz prob da denilen Tagman problar, tek sarmak hale getirilen hedef molekiil
iizerinde, primerlerin baglanma bdlgesinin arasinda kalan yere baglanirlar. Prob ile
hedef molekiil arasindaki hibridizasyon devam ettigi siirece raportdr florokrom
maddenin sinyal olusturmasi, 3’ wucundaki baskilayic1 florokrom tarafindan
engellenmektedir. Primerlerin hedef niikleik aside baglanmasini takiben baslatilan
primer uzamasi, primerin baglandig1 noktaya geldiginde sentezin devam edebilmesi
icin taq DNA polimeraz enzimi 5°—3’ niikleaz aktivitesini kullanarak; probu 5’
ucundan yikmaya baglar. Boylece raportor florokrom serbest hale gecer ve sinyal
olusturur. Her siklusta iiretilen amplikon miktarina pararel olarak sinyal siddeti de

degisir [95, 96].
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Calismamizin amaglarindan biri de klinik o6rneklerden en fazla iiretilen
Candida tirlerinin (C. albicans, C. glabrata, C.parapsilosis ve C. tropicalis)
Tagman problar1 yardimiyla identifikasyonuydu. Bu amagcla tiire 6zgii problar
dizayn edildi (Tablo III.11) ve Light Cycler TagMan Master kiti yardimiyla Tagman
problar1 kullanilarak tiirlerin tanis1 yapildi (Tablo 111.12 ve 13).

Tablo III.11: Candida tirlerinin identifikasyonunda kullanilan Tagman

problar1

Tir Ad1 Tagman Prob Dizisi
Candida albicans FAM-CATTGCTTGCGGCGGTA-TAMRA (0.2 M)
Candida tropicalis FAM-GGCCACCACAATTTATTTCA-TAMRA (0.2 M)
Candida parapsilosis FAM-GAAAGGCGGAGTATAAAC-TAMRA (0.2 M)
Candida glabrata FAM-GTTTTACCAACTCGGTGTTGAT-TAMRA (0.2 M)

Tablo II1.12: Tagman PCR Karisimi

Bilesen Miktar
Su 8.9 ul
Forward Primer (Cand-F) 1.0 pl
Revers Primer (ITS-R) 1.0 pl
Taqman Master Mix 4.0 pl
Probe 0.1 nl
DNA 5.0 pl
Toplam Hacim 20.0 pl

Tablo II1.13: Tagman PCR Sartlar1

. Ramp . o
Analiz Modu | Segment |Déngii Slc?kllk Hold Time Rate Acquisition
(°C) | (hh:mm:ss) | Mode
(°Cl/s)
Initial denaturation
None 1 | 1 | 95 ] 00:10:00 | 20 | None
Amplifikasyon
Denaturation 95 00:00:10 20 None
Quantification| Annealing | 45 415'30' 00:00:20 20 None
Extension 72 00:00:01 20 Single
Cooling Step
None 1 | 1 | 40 | 00:00:30 | 20 | None
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BOLUM IV

SONUCLAR ve TARTISMA

Caligmamizda kiiltiir yontemi ile yapilan identifikasyon sonuglari, real time
PCR yontemi sonuglar: ile karsilastirildi ve uyumlu sonuclar elde edildi. Ayrica
Candida tirlerinin antifungal duyarlilik testleri yapilarak mevcut suslardaki direng

durumu saptanda.

VI.1. KULTUR SONUCLARI

Kiiltiir ydntemi bir ¢ok etken icin en gegerli yontemdir. Ozellikle antifungal
duyarhlik deneyleri i¢in etken olan mikroorganizmanin {iretilmesi gerektigi i¢in
kiiltiir yontemi kullanilmalidir. Ancak materyal cinsine ve liremesi muhtemel olan
etkenin tipine uygun olan yontemlerin sec¢ilmesi gereklidir [72].

Calismamizda kiiltiir testleri boliim II’de agiklandigi gibi calisilmistir.
Oncelikle iireyen maya kolonilerinin Gram boyama ydntemi ile kontrolleri yapildi.
Maya oldugu kesinlesen kolonilere germ tiip testi uygulandi.

Germ tiip testinin degerlendirilmesi i¢in yapilan deney sonucunda mikroskop
altinda hiicrelerden germ tiipiiniin meydana gelip gelmedigi arastirildi. Germ tiip
olusturan mayalar, germ tiip pozitif (Sekil IV.1); germ tiip olusturmayanlar ise germ
tiip negatif (Sekil IV.1) olarak isimlendirilirler [54, 55].

Rutin uygulamalarda germ tiip testi pozitif olan Candida suslari, C. albicans
olarak degerlendirilmekteydi. Ciinkii bu suslarin %90’indan fazlasinin germ tiip
testinin pozitif olduklar1 bilinmektedir. Ancak, C. albicans dis1 baz1 suslarin da germ
tiip testi pozitif oldugu icin, giiniimiizde ek testlerin ya da otomatize sistemlerle

identifikasyon yapilmasi gerekliligi vurgulanmaktadir [30].
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Sekil IV.1: Germ tiip testi pozitif bir 6rnegin mikroskobik gdriiniimii

Sekil IV.2: Germ tiip testi negatif bir 6rnegin mikroskobik goriiniimii

Calismamizda yapilan germ tiip testi sonunda 110 sustan 58 tanesi pozitif; 52

tanesi de negatif bulunmustur (Tablo IV.1).
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Tablo IV.1: Germ tiip testi sonuglar1

ORNEK NO SONUC |ORNEK NO SONUC
1 NEGATIF 56 NEGATIF
2 NEGATIF 57 NEGATIF
3 NEGATIF 58 POZITIF
4 POZITIF 59 POZITIF
5 POZITIF 60 POZITIF
6 NEGATIF 61 POZITIF
7 NEGATIF 62 POZITIF
8 NEGATIF 63 NEGATIF
9 POZITIF 64 NEGATIF
10 NEGATIF 65 NEGATIF
11 POZITIF 66 NEGATIF
12 NEGATIF 67 POZITIF
13 NEGATIF 68 NEGATIF
14 POZITIF 69 NEGATIF
15 POZITIF 70 POZITIF
16 NEGATIF 71 NEGATIF
17 NEGATIF 72 NEGATIF
18 NEGATIF 73 POZITIF
19 POZITIF 74 POZITIF
20 POZITIF 75 POZITIF
21 POZITIF 76 NEGATIF
22 POZITIF 77 NEGATIF
23 POZITIF 78 NEGATIF
24 POZITIF 79 NEGATIF
25 POZITIF 80 NEGATIF
26 POZITIF 81 POZITIF
27 POZITIF 82 POZITIF
28 POZITIF 83 NEGATIF
29 POZITIF 84 POZITIF
30 NEGATIF 85 NEGATIF
31 NEGATIF 86 NEGATIF
32 POZITIF 87 POZITIF
33 POZITIF 88 POZITIF
34 POZITIF 89 POZITIF
35 NEGATIF 90 NEGATIF
36 POZITIF 91 POZITIF
37 NEGATIF 92 POZITIF
38 POZITIF 93 POZITIF
39 NEGATIF 94 POZITIF
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Tablo IV.1: Devam

ORNEK NO SONUC |ORNEK NO SONUC
40 NEGATIF 95 POZITIF
41 NEGATIF 96 POZITIF
42 NEGATIF 97 NEGATIF
43 POZITIF 98 POZITIF
44 POZITIF 99 NEGATIF
45 POZITIF 100 NEGATIF
46 POZITIF 101 NEGATIF
47 NEGATIF 102 NEGATIF
48 POZITIF 103 POZITIF
49 POZITIF 104 POZITIF
50 NEGATIF 105 NEGATIF
51 NEGATIF 106 POZITIF
52 NEGATIF 107 POZITIF
53 NEGATIF 108 POZITIF
54 NEGATIF 109 POZITIF
55 NEGATIF 110 POZITIF

Elde edilen germ tiip testi sonuglarina gore suslarin

pozititken, % 47,31 de negatiftir (Grafik IV.1).

%352,7’si germ tiip

B Germ Tup Pozitif

B Germ Tup Negatif

Grafik IV.1: Germ tiip testi sonuglarinin % dagilim oranlar1

Germ tiip testi pozitif olan Orneklerin kesin olarak C. albicans olup-

olmadiklarmi anlamak i¢in 45 °C’de lireme deneyleri yapildi.
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suslar C. albicans olarak degerlendirilirken, lireme olmayan suslarin germ tiip testleri
tekrarlandi.  Yine pozitif suslarm API ID 32 C kiti ile tiplendirme testleri
gerceklestirildi. 58 germ tiip pozitif olan suslardan sadece bir tanesi (59 no’lu 6rnek)
45 °C’de iireme gostermedi ve bu durum, bu susun C. dubliniensis olabilecegini
disiindiirmektedir. Geriye kalan 57 sus ise 45°C’de iireme gosterdikleri i¢in C.
albicans olarak tanimland1 (Tablo IV.2). C. dubliniensis, C. albicans’a ¢ok yakin tiir
oldugu i¢in rutin uygulamalarda siklikla C. albicans olarak tiplendirilmektedir.
Calismamizda bir tane bile olsa sadece germ tlip testi ile tan1 konulmayacagi tespit

edilmistir. Bu durum benzer ¢alismalarda da dogrulanmistir [54, 97].

Tablo IV.2: 45 °C’de lireme deneyi sonuglari

Ornek No 37°C'de iireme 45 °C'de iireme
4 + +
5 + +
9 + +
11 + +
14 + +
15 + +
19 + +
20 + +
21 + +
22 + +
23 + +
24 + +
25 + +
26 + +
27 + +
28 + +
29 + +
32 + +
33 + +
34 + +
36 + +
38 + +
43 + +
44 + +
45 + +
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Tablo IV.2: Devam

45 °C'de iireme

37°C'de iireme

Ornek No

46

48

49

58

59

60

61

62

67

70
73

74
75

81

82
84
87
88

89
91

92

93

94

95

96

98

103

104

106

107

108

109

110
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Glinlimiizde bazi ayiric1 besiyerleri de Candida tiirlerinin ayrilmasinda
yardimc1 olmaktadir. Bunlardan en sik kullanilant ChromAgar Candida (Salubris)
besiyeridir. ChromAgar Candida besiyerinde, C. albicans suslar1 koyu yesil lireme
gosterirken; C. dubliniensis agik yesil veya beyaz, diger Candida tiirleri ise degisik
renklerde olmaktadir. Calismamizda izole edilen tiim Candida suslar1 bu besiyerine
pasaj alinarak olusturduklar1 koloni renkleri gozlenmistir [55]. Tim C. albicans
suslar1 koyu yesil renkte koloniler olusturmusglardir. Bunun yaninda 45°C iireme
deneyinde tiremeyen C. dubliniensis susu, bu besiyerinde acgik yesil renkte koloni
olusturmus ve C. albicans olmadig1 bir kez daha dogrulanmigtir. Bunlarin diginda
kalan suslar da degisik renklerde koloniler olusturmuslardir. Albicans dis1 Candida
suslarmin ChromAgar Candida besiyerinde olusturduklar1 renklerle ilgili kesin
veriler olmamakla birlikte C. krusei tiirlerinin bu besiyerinde kadife pembesi
renginde,; C. tropicalis tirlerinin ise metalik mavisi renginde koloniler olusturdugu

cesitli yayimnlarda belirtilmistir (Sekil IV.3-6) [98, 99].

Sekil 1V.3: Chromagar Candida besiyerinde C. albicans (ATCC 90028)’1n

olusturdugu koloni
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Sekil 1V.4: Chromagar Candida besiyerinde C. tropicalis (KUEN 1025)’in

olusturdugu koloni

Sekil IV.5: Chromagar Candida besiyerinde C. glabrata (KUEN 1573)’nin

olusturdugu koloni
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Sekil IV.6: Chromagar Candida besiyerinde C. parapsilosis (ATCC 22019)’in

olusturdugu koloni

ChromAgar Candida besiyeri genellikle C. albicans ayriminda kullanilsa da
karigik tireyen suslarin ayrilarak saf kiiltiirlerinin elde edilmesinde de siklikla
kullanilmaktadir ve rutin kullanimlarda pratiklik saglamaktadir. Ciinkii genel olarak
kullanilan besiyerlerinde koloniler ayni renkte ve siklikla ayni1 goriintiide oldugu igin
koloniler birbirinden ayrilamamaktadir. Oysa bu besiyeri ile ayrilmasi zor olan

koloniler kolaylikla birbirinden ayrilabilmektedir (Sekil IV.7) [82].

Sekil IV.7: Chromagar Candida besiyerinde karisik kolonilerin goriintimii
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Germ tiip testi pozitif olan, ChromAgar Candida besiyerinde koyu yesil

koloniler olusturan ve 45 °C’de iireme gosteren Candida suslar1 C. albicans olarak

tanimlandi. Bu suslarin listesi Tablo 1V.3.’te goriilmektedir.

Tablo IV.3: Calismada izole edilen C. albicans suslarinin listesi

Ornek No Materyal Mikroorganizma Adi
4 TRAKEAL ASPIRAT Candida albicans
5 BALGAM Candida albicans
9 BALGAM Candida albicans
11 BALGAM Candida albicans
14 IDRAR Candida albicans
15 IDRAR SONDASI Candida albicans
19 BALGAM Candida albicans
20 TRAKEAL ASPIRAT Candida albicans
21 TRAKEAL ASPIRAT Candida albicans
22 BALGAM Candida albicans
23 BALGAM Candida albicans
24 TRAKEAL ASPIRAT Candida albicans
25 BALGAM Candida albicans
26 TRAKEAL ASPIRAT Candida albicans
27 BALGAM Candida albicans
28 TRAKEAL ASPIRAT Candida albicans
29 BALGAM Candida albicans
32 IDRAR Candida albicans
33 TRAKEAL ASPIRAT Candida albicans
34 KATETER Candida albicans
36 BALGAM Candida albicans
38 IDRAR Candida albicans
43 TRAKEAL ASPIRAT Candida albicans
44 BALGAM Candida albicans
45 TRAKEAL ASPIRAT Candida albicans
46 BALGAM Candida albicans
48 IDRAR Candida albicans
49 TRAKEAL ASPIRAT Candida albicans
58 ABSE Candida albicans
60 BALGAM Candida albicans
61 BALGAM Candida albicans
62 TRAKEAL ASPIRAT Candida albicans
67 AGIZ SURUNTUSU Candida albicans
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Tablo IV.3: Devam

Ornek No Materyal Mikroorganizma Adi
70 BALGAM Candida albicans
73 BALGAM Candida albicans
74 BATIN ICI MAYI Candida albicans
75 IDRAR Candida albicans
81 IDRAR Candida albicans
82 TRAKEAL ASPIRAT Candida albicans
84 AGIZ SURUNTUSU Candida albicans
87 BALGAM Candida albicans
88 BALGAM Candida albicans
89 BALGAM Candida albicans
91 BALGAM Candida albicans
92 TRAKEAL ASPIRAT Candida albicans
93 TRAKEAL ASPIRAT Candida albicans
94 TRAKEAL ASPIRAT Candida albicans
95 BALGAM Candida albicans
96 BALGAM Candida albicans
98 TRAKEAL ASPIRAT Candida albicans
103 IDRAR Candida albicans
104 IDRAR Candida albicans
106 IDRAR Candida albicans
107 BALGAM Candida albicans
108 KAN KULTURU Candida albicans
109 ABSE Candida albicans
110 IDRAR Candida albicans

[zmir’de yapilan bir ¢calismada (2004) rutin labotuvarda sadece germ tiip testi
pozitifligi ile C. albicans olarak tanimlanmis 195 sus icin 45 °C’de lireme deneyleri
yapilmis ve bu suslarin 167 tanesinde iireme olmadigi, dolayisiyla C. dublininensis
olabilecegi belirtilmistir. ~ Ancak molekiiler testlerle desteklenmesi gerekliligi
bildirilmistir [16].

Germ tiip, 45°C’de iireme testleri ile ChromAgar Candida besiyerinde
renklenme durumlarma goére tanimladigimiz 58 sustan 57 tanesi C. albicans olarak
saptanmus, sadece bir tanesi C. dublininensis olabilecegi diisiiniilmiistiir. Istanbul’da
(2009) yapilan bir calismada, yine sadece germ tiip testi pozitifligi ile C. albicans
olarak tanimlanmis 300 6rnekten sadece iki tanesinin C. dublininensis oldugu, bir

identifikasyon kiti olan API ID 32 C (Biomerieux) ile belirlenmistir. Bu sonuglar
PCR ile de desteklenmistir [15].
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Bahsi gecen yontemlerle tanimlanamayan suglar, API ID 32 C (Biomerieux)
kiti ile tiplendirilmislerdir (Tablo 1V.4). Bu kit duyarhilig1 ve ozgiilligl yiiksek
oldugu i¢cin mayalarin identifikasyonunda siklikla kullanilmaktadir. Calismamizda
da 59 numarali 6rnek bu kit ile C. dublininensis olarak saptanmis ve bu durum germ
tip, 45 °C’de iireme testleri ile ChromAgar Candida besiyerlerindeki renk
degisiklikleri ile Candida suslarmi genel olarak ayirmada; hatta C. albicans’m tiir

tayininde kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Tablo IV.4: API ID 32 C (Biomerieux) ile yapilan identifikasyon sonuglari

Ornek No Materyal Mikroorganizma Adi
1 IDRAR Candida parapsilosis
2 TRAKEAL ASPIRAT | Candida parapsilosis
3 ABSE Candida parapsilosis
6 TRAKEAL ASPIRAT | Candida glabrata
7 TRAKEAL ASPIRAT | Candida glabrata
8 KATETER Candida glabrata
10 BALGAM Candida tropicalis
12 TRAKEAL ASPIRAT | Candida glabrata
13 TRAKEAL ASPIRAT | Candida glabrata
16 KAN KULTURU Candida parapsilosis
17 KAN KULTURU Candida parapsilosis
18 IDRAR Candida glabrata
30 IDRAR Candida tropicalis
31 IDRAR Candida glabrata
35 BALGAM Candida glabrata
37 IDRAR Candida glabrata
39 KAN KULTURU Candida parapsilosis
40 ABSE Candida tropicalis
41 KAN KULTURU Candida parapsilosis
42 KAN KULTURU Candida parapsilosis
47 KAN KULTURU Candida parapsilosis
50 KAN KULTURU Candida parapsilosis
51 KAN KULTURU Candida parapsilosis
52 KAN KULTURU Candida parapsilosis
53 KAN KULTURU Candida parapsilosis
54 KAN KULTURU Candida parapsilosis
55 KAN KULTURU Candida parapsilosis
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Tablo IV.4: Devam

Ornek No Materyal Mikroorganizma Adi
56 KAN KULTURU Candida parapsilosis
57 ABSE Candida glabrata
59 TRAKEAL ASPIRAT | Candida dubliniensis
63 KAN KULTURU Candida parapsilosis
64 KAN KULTURU Candida parapsilosis
65 KAN KULTURU Candida parapsilosis
66 KAN KULTURU Candida parapsilosis
68 IDRAR Candida tropicalis
69 IDRAR Candida tropicalis
71 BALGAM Candida tropicalis
72 BALGAM Candida tropicalis
76 BALGAM Candida tropicalis
77 IDRAR Candida tropicalis
78 TRAKEAL ASPIRAT | Candida tropicalis
79 TRAKEAL ASPIRAT | Candida parapsilosis
80 IDRAR Candida tropicalis
83 TRAKEAL ASPIRAT | Candida tropicalis
85 ABSE Candida glabrata
86 ABSE Candida tropicalis
90 BALGAM Candida krusei
97 TRAKEAL ASPIRAT | Candida glabrata
99 TRAKEAL ASPIRAT | Candida krusei
100 KAN KULTURU Candida tropicalis
101 KAN KULTURU Candida tropicalis
102 KAN KULTURU Candida tropicalis
105 BALGAM Candida tropicalis

API ID 32 C kiti ile yapilan tiplendirme sonucunda g¢alisilan 53 Candida
susundan 1 tanesi, C. dubliniensis; 12 tanesi, C. glabrata; 2 tanesi, C. krusei; 21
tanesi, C. parapsilosis ve 17 tanesi de C. tropicalis olarak belirlenmistir (Grafik

Iv.2).
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Grafik 1V.2: API ID 32 C (Biomerieux) kiti ile yapilan identifikasyonun

tiirlere gore dagilim grafigi

Bu sonuglara gore toplam 110 tane Candida susu izole edilmistir. Izole edilen
Candida suslarinin 57 tanesi (%52) C. albicans olarak tiplendirilirken; 53 tanesi

(%48) de Non-albicans Candida olarak belirlenmistir (Grafik IV.3).

B Candida albicans W Non-albicans Candida

Grafik IV.3: Tanimlanan Candida suslarinin C. albicans ve Non-albicans

Candida yiizde oranlar1 grafigi
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API ID 32 C sistemi maya suslarmin identifikasyonunda kullanilan standart bir
yontemdir. Yiiksek duyarlilik ve 6zgilliigi bir ¢ok ¢alismada dogrulanmistir [100].
Kullanimda olan bir ¢ok identifikasyon sistemleri bulunmaktadir. Ancak API ID 32
C sistemi bu sistemler arasinda optimize edilmis en iyi yontemlerdendir [101].
Calismamizda da kullanima uygunlugu, standardize olmasi ve cihaz bazh
degerlendirme o6zelligi oldugundan dolayr kullanilmistir. Ozellikle gozle
degerlendirilmedigi i¢in sonuglari giivenilirdir. Ciinkli gozle degerlendirme yapilan
sistemlerde, kisiden kisiye degisiklik olabilecegi i¢in hatali sonuglar elde
edilebilmektedir.

Mikromantarlarin mikroskobik yapilarinin incelenmesi i¢in pikrik asitle
boyanmis laktofenol ¢ozeltisi ve pamuk mavili laktofenol ¢6zeltisi kullanildi. Pamuk
mavili laktofenol ¢ozeltisi cins teshislerinin yapilmasinda; pikrik asitle boyanmis
laktofenol ¢ozeltisi ise tiir tayinlerinin yapilmasinda kullanildi [21]. Bu ¢ozeltilerden
lam tizerine bir damla damlatild1 ve ortam i¢ine steril 6ze ile alinan mikromantarlarin
fruktifikasyon organlari, miselleri aktarildi, iizeri lamelle kapatildi ve mikroskopta
incelendi (Sekil 1V.8). Aspergillus tiirlerinin teshisinde “The Genus Aspergillus”
(Raper ve Fennell, 1965) adli eserden yararlanilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo

IV.5’te goriilmektedir.

Sekil IV.8: Pamuk mavili laktofenol ¢ozletisi ile boyanmis 4. niger’in

mikroskobik goriiniimii.
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Tablo IV.5: Teshis edilen Aspergillus tiirlerinin listesi

Ornek No Materyal Mikroorganizma Adi
1 BALGAM Aspergillus flavus
2 ABSE (KALP KAPAKCIGI) Aspergillus flavus
3 TRAKEAL ASPIRAT Aspergillus flavus
4 TRAKEAL ASPIRAT Aspergillus flavus
5 KULAK AKINTISI Aspergillus niger
6 KULAK AKINTISI Aspergillus niger
7 KULAK SURUNTUSU Aspergillus niger
8 KULAK SURUNTUSU Aspergillus niger
9 BALGAM Aspergillus niger
10 BAL Aspergillus terreus
11 BALGAM Aspergillus fumigatus
12 BALGAM Aspergillus flavus
13 BALGAM Aspergillus niger
14 BALGAM Aspergillus niger
15 BALGAM Aspergillus flavus
16 BALGAM Aspergillus niger
17 BALGAM Aspergillus flavus
18 ABSE (KALP KAPAKCIGI) Aspergillus flavus
19 TRAKEAL ASPIRAT Aspergillus flavus
20 TRAKEAL ASPIRAT Aspergillus flavus
21 KULAK SURUNTUSU Aspergillus niger
22 KULAK SURUNTUSU Aspergillus niger
23 KULAK SURUNTUSU Aspergillus niger
24 KULAK AKINTISI Aspergillus niger
25 BALGAM Aspergillus niger
26 BALGAM Aspergillus fumigatus
27 BALGAM Aspergillus flavus
28 BALGAM Aspergillus flavus
29 BALGAM Aspergillus niger

Calismamizda toplam 29 tane Aspergillus tiirii izole edilmistir. Bunlarin 12
tanesi Aspergillus flavus; 2 tanesi Aspergillus fumigatus; 14 tanesi Aspergillus niger
ve 1 tanesi de Aspergillus terreus olarak tanimlanmistir (Grafik IV.4). Yurt icinde ve
disinda yapilan bir ¢ok c¢alismada, klinik orneklerden siklikla Aspergillus
fumigatus’un izole edildigi bildirilmektedir. Bunu Aspergillus flavus, Aspergillus
niger ve Aspergillus terreus takip etmektedir [34]. Ancak pulmoner aspergillosis

olgularinda en ¢ok Aspergillus flavus’un izole edildigi de bilinmektedir [4].
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Calismamizda da alt solunum yolu 6rneklerinden siklikla Aspergillus flavus izole

edilmistir.

10 -~
8
6 -
4 -
2
2 -
0 - —
Aspergillus Aspergillus Aspergillus Aspergillus
fAavis Sfrmigatis niger terreuts

Grafik IV.4: Tanimlanan Aspergillus tiirlerinin dagilimi

Kulak i¢inden alinan siiriintii veya abse Orneklerinden genellikle A. niger
iretilmektedir. A. niger dogada ¢ok fazla bulunmaktadir. Ancak patojenitesi diger
Aspergillus tiirlerine goére daha azdiwr ve daha az enfeksiyon etkeni olarak
saptanmaktadir. Kiiltiirlerde genellikle kontaminat olarak kabul edilirler. Ancak
bagisiklik sistemi baskilanmis hastalardan izole edilmektedir [102-104]. A. terreus
ise diger tiirlere gore daha az sayida enfeksiyon etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir

[105-106]. Calismamizda bir adet izole edilmistir.

VL.2. PANFUNGAL PCR SONUCLARI

Calismamizda Candida ve Aspergillus cinslerine ait tiirlerin ortak
bolgelerinden (ITS) dizayn edilen primerler sayesinde panfungal PCR testleri ile cins
diizeyinde tanimlama yapilmistir. Oncelikle PCR sartlar1 belirlenmis, annealing

sicaklig1 ve Mg+2 konsantasyonu i¢in deneme c¢alismalar1 yapilmistir (Sekil IV.9 ve

10).
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Sekil IV.9: Panfungal Candida PCR optimizasyon ¢alismas1 PCR goriintiisti
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Sekil 1V.10:

goruntusu
Optimizasyon

deneme caligmalar1 yapilmistir.

Panfungal Aspergillus PCR optimizasyon caligmasi

PCR

tamamlandiktan sonra uygun standart suslar (Tablo 1V.6) ile

A. terreus i¢in yurt disindan temin edilen ve
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dogrulamasi yapilan dis kalite kontrol rnegi (Accutest, Ingiltere)’nden izole edilen

sus kullanilmistir.

Tablo IV.6: Tez ¢alismasinda kullanilan standart suslarin listesi

Standart Sus Adi Standart Adi ve Numarasi
Candida albicans ATCC 90028
Candida parapsilosis ATCC 22019
Candida glabrata KUEN 1573
Candida tropicalis KUEN 1025
Candida krusei ATCC 6258
Candida dubliniensis CBS 7987
Aspergillus flavus ATCC 9807
Aspergillus fumigatus NRRL 163
Aspergillus niger ATCC 10549

Sekil IV.11 ve 12°de kontrol suslar1 ile yapilan calismalarin PCR grafikleri

goriilmektedir.

Tm Calling

Program [3] = “ Seltings -

J Chanrel [530] ~ Color Compengation =

Display =
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Melting CGurves

45 &0 & 60 65 70 75 80 85 40 95
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Fieset |

Sekil IV.11. Kontrol suglar1 ile ¢alisilan panfungal Aspergillus PCR goriintiisii
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J Chanrel [530) ~ Caolor Compensation [On] = Program (3] = H Setting: = Display ~

Samples |

Melting Curves

5642
51421
. 4 E42]

8414z
a4z
gane
B
= g2
w1142
0642
[] SUK POZITIF 1 0142
W 12 DUSUKPOZITIF2 ) i i i i . . i i : :
W 13 DUSUKPOZITIF3 435 a0 55 60 63 70 73 80 83 0 a5
W 14 DUSUKPOZITIF 4 Temperature ("C}
15 DUSUK POZITIFS R ———
B 16 NEGATIF1 Melting Peaks
W 17 NEGATIFZ -
B 18 NEGATIF3 o i,
B 19 NEGATIF4 o 0583
B 20 MEGATIFS § 0.433
21 MEGATIF & E 383
B 22 NEGATIF? 5 02834
23 NEGATIFE 2 183
B 24 MEGATIFS £ ooss] _ i
W 25 NEGATIF1D R
B 25 C albicans ATCC 90028 i X ‘ . . . . : i i i i
27 C. glatrata 45 50 55 B0 B5 70 75 &0 &85 80 as
28 L. tropicalis Temperature (°C}
29 C. parapsilozsis Or Tmt
B 30 C dubliniensis I me
W 3 Cokussi (B[
W 32 Negati Kontrol Fieset

Sekil 1V.12: Kontrol suslar1 ile ¢alisilan panfungal Candida PCR goriintiisti

Dizayn edilen primerlerin Rabenau ve ark. (2009) tarafindan yapilan
calismada belirtildigi gibi validasyonlar1 yapildi. Bunun i¢in morfolojik
yontemlerle tanimlanmis Candida ve Aspergillus suslart kullanilmistir.
Validasyon i¢in bilinmesi gereken bazi terimler:

Validasyon: Bir 6l¢iim metodunun ilgili alanda kullaniminin yeterli dogrulukta olup
olmadiginin ve karar vermede kullanilip kullanilamayacaginin kontroliiniin
yapilmasidir.

Kesinlik (Precision): Analizin kesinligini saptamak i¢in deney i¢i (intraassay) ve
deneyler arasi (interassay) olmak iizere iki sekilde yapilir.

Dogruluk (Accuracy): Analitik metod ile kontrol 6rneklerinin 6dnceden verilmis
hedef degerlerine (gergek deger) ulasilmasinin kontroliidiir.

Ozgiilliik: Bir metod 6rnekteki diger maddeler icinden istenen maddeyi hatasiz
olarak ayirabiliyorsa spesifiktir [107].

Calismamizda dogruluk i¢in 3’er adet pozitif, diisik pozitif ve negatif Grnek;
duyarhlik i¢in 10’ar adet pozitif ve diisiik pozitif ornek; 6zgiilliik i¢in ise 20 adet
negatif 6rnek calisilmistir. Intraassay kesinlik i¢in 1 pozitif ve 1 diisiik pozitif 6rnek
ayni ¢alismada ticer kez; interassay kesinlik i¢in ise yine 1 pozitif ve 1 diisiik pozitif

ornek farkli li¢ ¢aligsmada test edilmistir (Tablo 1V.6).
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Tablo IV.7: Panfungal PCR Validasyon sonuglar1

Ornek Sayisi

Bilinen

Elde Edilen Sonuclar

Dogruluk Degeri
Pozitif 1 POZITIF POZITIF
2 POZITIF POZITIF
3 POZITIF POZITIF
Diisiik Pozitif 1 POZITIF POZITIF
2 POZITIF POZITIF
3 POZITIF POZITIF
Negatif 1 NEGATIF NEGATIF
2 NEGATIF NEGATIF
3 NEGATIF NEGATIF
Duyarhihk Ornek Sayisi ]]3;:211;1: Sonug Ornek Sayisi ]]3;:211;1: Sonug
Pozitif 1 POZITIF | POZITIF 6 POZITIF | POZITIF
2 POZITIF | POZITIF 7 POZITIF | POZITIF
3 POZITIF | POZITIF 8 POZITIF | POZITIF
4 POZITIF | POZITIF 9 POZITIF | POZITIF
5 POZITIF | POZITIF 10 POZITIF | POZITIF
Diisiik Pozitif 1 POZITIF | POZITIF 6 POZITIF | POZITIF
2 POZITIF | POZITIF 7 POZITIF | POZITIF
3 POZITIF | POZITIF 8 POZITIF | POZITIF
4 POZITIF | POZITIF 9 POZITIF | POZITIF
5 POZITIF | POZITIF 10 POZITIF | POZITIF
Ozgﬁllﬁk Ornek Sayisi ]]3;:211;1: Sonug Ornek Sayisi ]]3;:211;1: Sonuc¢
Negatif 1 NEGATIF | NEGATIF 11 NEGATIF | NEGATIF
2 NEGATIF | NEGATIF 12 NEGATIF | NEGATIF
3 NEGATIF | NEGATIF 13 NEGATIF | NEGATIF
4 NEGATIF | NEGATIF 14 NEGATIF | NEGATIF
5 NEGATIF | NEGATIF 15 NEGATIF | NEGATIF
6 NEGATIF | NEGATIF 16 NEGATIF | NEGATIF
7 NEGATIF | NEGATIF 17 NEGATIF | NEGATIF
8 NEGATIF | NEGATIF 18 NEGATIF | NEGATIF
9 NEGATIF | NEGATIF 19 NEGATIF | NEGATIF
10 NEGATIF | NEGATIF 20 NEGATIF | NEGATIF
Intraassay Ornek Sayisi Bi“,n en 1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar
Kesinlik Detert
Pozitif 1 POZITIF POZITIF POZITIF | POZITIF
Diisiik Pozitif 1 POZITIF POZITIF POZITIF | POZITIF
Interassay Ornek Sayis ]IS)T'H en 1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar
Kesinlik gert
Pozitif 1 POZITIF POZITIF POZITIF | POZITIF
Diisiik Pozitif 1 POZITIF POZITIF POZITIF | POZITIF
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Yapilan bu validasyon ¢aligmasi neticesinde yOntemin giivenilirligi test
edilmistir ve % 100 uyumlu oldugu belirlenmistir. PCR calismalarinda 6zellikle
yalanci pozitifligi 6nlemek amaciyla validasyon c¢aligsmalar1 yapilmalidir.

Validasyonu tamamlandiktan sonra PCR ¢aligsmalarma baslanmistir. 110
Candida susu ile panfungal PCR c¢alisilmis ve tamaminda pozitif sonug elde

edilmistir (Tablo IV.7).

Tablo IV.8: Panfungal Candida PCR Sonugclar1

Ornek No Sonug¢ Ornek No Sonug¢
1 POZITIF 56 POZITIF
2 POZITIF 57 POZITIF
3 POZITIF 58 POZITIF
4 POZITIF 59 POZITIF
5 POZITIF 60 POZITIF
6 POZITIF 61 POZITIF
7 POZITIF 62 POZITIF
8 POZITIF 63 POZITIF
9 POZITIF 64 POZITIF
10 POZITIF 65 POZITIF
11 POZITIF 66 POZITIF
12 POZITIF 67 POZITIF
13 POZITIF 68 POZITIF
14 POZITIF 69 POZITIF
15 POZITIF 70 POZITIF
16 POZITIF 71 POZITIF
17 POZITIF 72 POZITIF
18 POZITIF 73 POZITIF
19 POZITIF 74 POZITIF
20 POZITIF 75 POZITIF
21 POZITIF 76 POZITIF
22 POZITIF 77 POZITIF
23 POZITIF 78 POZITIF
24 POZITIF 79 POZITIF
25 POZITIF 80 POZITIF
26 POZITIF 81 POZITIF
27 POZITIF 82 POZITIF
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Tablo IV.8: Devam

Ornek No Sonug¢ Ornek No Sonug¢
28 POZITIF 83 POZITIF
29 POZITIF 84 POZITIF
30 POZITIF 85 POZITIF
31 POZITIF 86 POZITIF
32 POZITIF 87 POZITIF
33 POZITIF 88 POZITIF
34 POZITIF 89 POZITIF
35 POZITIF 90 POZITIF
36 POZITIF 91 POZITIF
37 POZITIF 92 POZITIF
38 POZITIF 93 POZITIF
39 POZITIF 94 POZITIF
40 POZITIF 95 POZITIF
41 POZITIF 96 POZITIF
42 POZITIF 97 POZITIF
43 POZITIF 98 POZITIF
44 POZITIF 99 POZITIF
45 POZITIF 100 POZITIF
46 POZITIF 101 POZITIF
47 POZITIF 102 POZITIF
48 POZITIF 103 POZITIF
49 POZITIF 104 POZITIF
50 POZITIF 105 POZITIF
51 POZITIF 106 POZITIF
52 POZITIF 107 POZITIF
53 POZITIF 108 POZITIF
54 POZITIF 109 POZITIF
55 POZITIF 110 POZITIF

Yine 29 adet Aspergillus susu da panfungal PCR ile test edilmis ve tamaminda
pozitif sonug¢ elde edilmistir (Tablo IV.8). Bu durum kiiltiir yontemi ile panfungal
PCR arasinda % 100 uyum oldugunu gostermektedir.
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Tablo IV.9: Panfungal Aspergillus PCR Sonuglar1

Ornek No Sonug¢
1 POZITIF
2 POZITIF
3 POZITIF
4 POZITIF
5 POZITIF
6 POZITIF
7 POZITIF
8 POZITIF
9 POZITIF
10 POZITIF
11 POZITIF
12 POZITIF
13 POZITIF
14 POZITIF
15 POZITIF
16 POZITIF
17 POZITIF
18 POZITIF
19 POZITIF
20 POZITIF
21 POZITIF
22 POZITIF
23 POZITIF
24 POZITIF
25 POZITIF
26 POZITIF
27 POZITIF
28 POZITIF
29 POZITIF

Panfungal PCR calismalar1 ile Candida ve Aspergillus PCR yOntemleri
standardize edilmistir. Real time PCR yontemi kullanildigi i¢in, sonuglar es zamanl
olarak alinmis, kontaminasyon riski en aza diistiriilmiistiir.

Klinik orneklerden direkt panfungal PCR yontemi ile kisa bir siirede cins
seviyesinde tanimlama yapilabilmektedir. Bu durum antifungal tedaviye hemen
baslanmasi ve bu sayede tedavinin basarisinin arttirilmasinda 6nem teskil etmektedir.
Ozellikle kiiltiirde iiretilemeyen suslar icin PCR yontemleri mutlaka gereklidir [83].
Bagisiklik sistemi baskilanmis hasta gruplarinda panfungal PCR testleri haftada iki
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kez calisilarak, fungal enfeksiyon varligi arastirilmaktadir [95]. Cilinkii bu tip
hastalarda, immun yetmezlik nedeni ile fungal etkenler daha kolay enfeksiyon
olusturmakta ve hayati risk tasimaktadirlar [108]. Pozitif ¢ikan sonuglar bir kez daha

tekrarlanarak sonug verilmektedir.

. Bagisiklik sistemi
Klinik 6rek baskilanms
konak
Panfungal PCR
(Haftadaiki kez)

POZITIF NEGATIF

POZITIF =

Sekil IV.13. Bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda fungal etkenlerin

saptanmasinda kullanilan molekiiler yontemlerin akis semasi.

Derin doku orneklerindeki mantar enfeksiyonlarmin saptanmasinda, kiiltiir
yontemlerinin basarist %50 civarindadir. Direkt mikroskobi, histopatoloji veya
seroloji gibi yontemler ile tan1 konulmaya caligiimaktadir. Bu nedenle pek ¢ok
olguda tiir, hatta cins tanimi yapilamamaktadir. Her etkenin antifungallere karsi
etkisi farklidir. Tiir tayini yapilamasa bile, cins diizeyinde de olsa etkenlerin
saptanmast ¢ok Onemlidir. Rutin laboratuvarlarda kilinik 6rneklerden siklikla
Candida ve Aspergillus cinslerine ait tiirler izole edilmektedir. Bu nedenle bu
mikroorganizmalar1 saptayan ve hizla sonu¢ veren yontemlerin kullanilmasi
gereklidir.  Molekiiler yontemler, diger yontemlerin yetersiz kaldigi yerde, bu

duruma ¢o6ziim bulmaktadir. Panfungal PCR ile cins diizeyinde ve real time PCR
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sayesinde hizla sonu¢ alinabilmektedir. Bu da molekiiler yontemlerin vazgecilmez

oldugunu gostermektedir [95].

VL.3. TAQMAN PCR SONUCLARI

Sybr Green boyasi ile yapilan panfungal PCR tani i¢cin ¢ok 6nemli bir yer teskil
etmektedir. Ancak tiir tayini i¢in yetersiz kalabilmektedir. Diziye 6zgilin olmayan
problar kullanmildig1 icin duyarliligi ve ozgilligl, diziye 06zgiil olan problar
kullanilarak yapilan calismalara gére daha diisiiktiir. Bu nedenle ¢alismamizda tiire
0zgii Tagman problar kullanarak 4 farkli Candida suslarim Candida albicans,
Candida glabrata, Candida tropicalis ve Candida parapsilosis) tanimladik. Bu
metod syber green boyasi kullanilarak yapilan PCR ve geleneksel metodlardan daha
yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahiptir. Real time PCR ile kullanildiginda glivenilir
sonuclar elde edilmektedir [109].

Panfungal PCR ile Candida oldugu kesinlesen suslar i¢cin Tagman PCR
calismalar1 yapildi. Bu calisma kapsaminda fenotipik olarak C. albicans olarak
tanimlanan 57 adet sus Tagman PCR yontemi ile c¢alisilmig (Sekil 1V.14) ve

tamaminin C. albicans oldugu belirlenmistir.

Boylece fenotipik testlerle (germ tiip, 45 °C’de ilireme deneyi, ChromAgar
Candida besiyerinde renklenme durumu) saptanan 57 adet C. albicans suslarinin
tamaminin dogru olarak tanimlandig1 belirlendi. Yapilan bir ¢cok ¢alismada sadece
germ tlp testi pozitifligi ile C. albicans tanis1 konuldugu icin kiiltiir ile PCR
arasindaki uyumun, ¢calismamizdaki kadar 1yi olmadigi belirtilmektedir [40, 44, 51].
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Absolute Quantification [color compensation 10.07.2009]
J Channel [530) = Color Compenzation [On] = Frogram [2] = |J Method [Auta] = Standard curve (In Run] =

Samples |
Include | Color| Pos | Name P |

Amplification Curves

6.4
5.5
52
4 5

3.4
238
22
16

Fluorescence (530)

04

2 4 6 & 10 12 14 16 16 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44
Cycles
el

Standard curve could not be calculated.

cf<defafefef<d<fafalafalslad<dd<facafcf<ff<fefs]<]<]

Sekil 1V.14. C. albicans suslarinin ¢alisildig1 Tagman PCR goriintiisi

Tablo 1V.10’da Tagman PCR yontemi ile calisilan ve C. albicans olarak

tanimlanan O0rneklerin listesi bulunmaktadir.

Tablo IV.10: Tagman PCR ile tanimlanan C. albicans suslarinin listesi

Ornek No Kiiltiir Sonucu Tagman PCR Sonucu
4 Candida albicans Candida albicans
5 Candida albicans Candida albicans
9 Candida albicans Candida albicans
11 Candida albicans Candida albicans
14 Candida albicans Candida albicans
15 Candida albicans Candida albicans
19 Candida albicans Candida albicans
20 Candida albicans Candida albicans
21 Candida albicans Candida albicans
22 Candida albicans Candida albicans
23 Candida albicans Candida albicans
24 Candida albicans Candida albicans
25 Candida albicans Candida albicans
26 Candida albicans Candida albicans
27 Candida albicans Candida albicans
28 Candida albicans Candida albicans
29 Candida albicans Candida albicans
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Tablo IV.10: Devam

Ornek No Kiiltiir Sonucu Tagman PCR Sonucu
32 Candida albicans Candida albicans
33 Candida albicans Candida albicans
34 Candida albicans Candida albicans
36 Candida albicans Candida albicans
38 Candida albicans Candida albicans
43 Candida albicans Candida albicans
44 Candida albicans Candida albicans
45 Candida albicans Candida albicans
46 Candida albicans Candida albicans
48 Candida albicans Candida albicans
49 Candida albicans Candida albicans
58 Candida albicans Candida albicans
60 Candida albicans Candida albicans
61 Candida albicans Candida albicans
62 Candida albicans Candida albicans
67 Candida albicans Candida albicans
70 Candida albicans Candida albicans
73 Candida albicans Candida albicans
74 Candida albicans Candida albicans
75 Candida albicans Candida albicans
81 Candida albicans Candida albicans
82 Candida albicans Candida albicans
84 Candida albicans Candida albicans
87 Candida albicans Candida albicans
88 Candida albicans Candida albicans
89 Candida albicans Candida albicans
91 Candida albicans Candida albicans
92 Candida albicans Candida albicans
93 Candida albicans Candida albicans
94 Candida albicans Candida albicans
95 Candida albicans Candida albicans
96 Candida albicans Candida albicans
98 Candida albicans Candida albicans
103 Candida albicans Candida albicans
104 Candida albicans Candida albicans
106 Candida albicans Candida albicans
107 Candida albicans Candida albicans
108 Candida albicans Candida albicans
109 Candida albicans Candida albicans
110 Candida albicans Candida albicans
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Kiiltiir yontemleri ile tanimlanan 12 adet C. glabrata susu da Tagman PCR
yontemi ile calisilmis (Sekil IV.15) ve
belirlenmistir (Tablo IV.11).

tamaminin dogru olarak tanimlandig:

J Channel (530] = Color Compensation [On) = Frogram (2] < |J Method [Auto] = Standard curve (In Run] =

Samples

Include | Color| Pos | Marne

Fluorescence (530)
o
Q
&

Amplification Curves

2 4 6 & 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 49

Cycles

Standard curve could not be calculated.

Sekil IV.15. C. glabrata suslarinin ¢alisildigi Tagman PCR goriintiisti

Tablo IV.11: Tagman PCR ile tanimlanan C. glabrata suslariin listesi

Ornek No Kiiltiir Sonucu Tagman PCR Sonucu
6 Candida glabrata Candida glabrata
7 Candida glabrata Candida glabrata
8 Candida glabrata Candida glabrata
12 Candida glabrata Candida glabrata
13 Candida glabrata Candida glabrata
18 Candida glabrata Candida glabrata
31 Candida glabrata Candida glabrata
35 Candida glabrata Candida glabrata
37 Candida glabrata Candida glabrata
57 Candida glabrata Candida glabrata
85 Candida glabrata Candida glabrata
97 Candida glabrata Candida glabrata
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21 adet C. parapsilosis susu da Tagman PCR yontemi ile ¢alisilmis (Sekil
IV.16) ve yine tamaminin dogru olarak teshis edildigi belirlenmistir (Tablo 1V.12).
Ilk galismada negatif olarak saptanan 1, 2 ve 3 numarali 6rneklerden izole edilen

suslarin niikleik asit izolasyonlar1 tekrar edilmis ve PCR testleri tekrarlanmistir.

Yapilan bu ikinci PCR’da C. parapsilosis olarak saptanmiglardir.

Absolute Quantification [color compensation 10.07.2009]
J Channel (530) ~ Color Compensation [On) = Frogram (2] = H Methad [uta] = Standard curve [In Run] =

Samples

Includs | Color| Pos | Name | Amplification Curves

0.45
043
0.35]
0.33
0.2
0.23

0.8

Fluorescence (530}

013
006

003

2 4 6 & 10 12 14 16 18 20 22 24 25 25 30 32 34 36 38 40 42 44
Cycles

Jef el <hed <fefelel<lsl<lel<l<l <l <l <f<lel <l <[ <] <!

Standard curve could nat be calculated.

Sekil 1V.16. C. parapsilosis suslarinin ¢alisildigi Tagman PCR goriintiisi

Tablo IV.12: Tagman PCR ile tanimlanan C. parapsilosis suslarmin listesi

Ornek No Kiiltiir Sonucu Tagman PCR Sonucu
1 Candida parapsilosis Candida parapsilosis
2 Candida parapsilosis Candida parapsilosis
3 Candida parapsilosis Candida parapsilosis
16 Candida parapsilosis Candida parapsilosis
17 Candida parapsilosis Candida parapsilosis

39 Candida parapsilosis Candida parapsilosis
41 Candida parapsilosis Candida parapsilosis
42 Candida parapsilosis Candida parapsilosis
47 Candida parapsilosis Candida parapsilosis
50 Candida parapsilosis Candida parapsilosis
51 Candida parapsilosis Candida parapsilosis
52 Candida parapsilosis Candida parapsilosis
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Tablo 1V.12: Devam

Ornek No Kiiltiir Sonucu Tagman PCR Sonucu
53 Candida parapsilosis Candida parapsilosis
54 Candida parapsilosis Candida parapsilosis
55 Candida parapsilosis Candida parapsilosis
56 Candida parapsilosis Candida parapsilosis
63 Candida parapsilosis Candida parapsilosis
64 Candida parapsilosis Candida parapsilosis
65 Candida parapsilosis Candida parapsilosis
66 Candida parapsilosis Candida parapsilosis
79 Candida parapsilosis Candida parapsilosis

Kiiltiir yontemi ile teshis edilen 17 adet C. tropicalis susu Tagman PCR

yontemi ile ¢alisilmis (Sekil IV.17) ve tamammin C. tropicalis oldugu belirlenmistir

(Tablo IV.13).

Absolute Quantification [color compensation 10.07.2009]

J Channel [530] ~ Color Compensation [On] ~ Frogram (2] |J Method [duta] ~ Standard curve (InFun) -

Samples

Include | Color| Pos | Mame

(<ffefefefcffcf<fafcfef<f<fcffefafe)<

Amplification Curves

022
02
LRES
046
014
012
04
0.08
0.06
0.04]
0.02

[if N

Fluorescence (530}

—T—
2 4 B

& 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 a0 32 34 36 a6 40 42 49
Cycles
e

Standard curve could not be calculated

Sekil IV.17. C. tropicalis suslarinin ¢alisildigi Tagman PCR goriintiisi
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Tablo IV.13: Tagman PCR ile tanimlanan C. tropicalis suslarinin listesi

Ornek No Kiiltiir Sonucu Tagman PCR Sonucu
10 Candida tropicalis Candida tropicalis
30 Candida tropicalis Candida tropicalis
40 Candida tropicalis Candida tropicalis
68 Candida tropicalis Candida tropicalis
69 Candida tropicalis Candida tropicalis
71 Candida tropicalis Candida tropicalis
72 Candida tropicalis Candida tropicalis
76 Candida tropicalis Candida tropicalis
77 Candida tropicalis Candida tropicalis
78 Candida tropicalis Candida tropicalis
80 Candida tropicalis Candida tropicalis
83 Candida tropicalis Candida tropicalis
86 Candida tropicalis Candida tropicalis
100 Candida tropicalis Candida tropicalis
101 Candida tropicalis Candida tropicalis
102 Candida tropicalis Candida tropicalis
105 Candida tropicalis Candida tropicalis

Calismamizda kiiltiir yontemi ile tanimlanan 107 Candida susu Tagman
problar kullanilarak teshis edilmistir ve iki yontem arasindaki uyumun %100 oldugu
belirlenmistir.  Boylece C. albicans ayriminda germ tiip testinin tek basina
kullanilamayacagi belirlenmistir. Bu testin yaninda 45 °C’de iireme deneyi ya da
ChromAgar Candida besiyerinde renk farki ile aymrma testleri de ek olarak
yapildiginda daha dogru sonugclar elde edilebilecegi belirlenmistir.

API ID 32 C kiti ile yapilan Candida tiplendirme sonucglari, Tagman PCR
yontemi ile dogrulanmis ve calisilan dort farkli Candida tirii i¢in hataya
rastlanmamistir. Bu durum birkag arastirmaci tarafindan da saptanmistir ve fenotipik
yontemlerle yapilan identifikasyon sonug¢larinmn, PCR yontemi ile yapilan
identifikasyon sonuglar1 ile uyumlu oldugu [65] ve PCR yonteminin daha giivenilir
oldugu belirtilmistir [51]. Ayn1 zamanda yapilan caligmalarda, Tagman PCR
yonteminin klasik PCR yontemine gore daha duyarli oldugu ve PCR ile sonuglarin

daima hizli ve giivenilir bir sekilde ali1 nabilecegi kanis1 vurgulanmugtir [110].
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V1.4. CANDIDA SUSLARININ ANTiFUNGAL DUYARLILIK
SONUCLARI

Mantarlar ¢ok degisik mekanizmalarla antifungal ilaglara kars1 direng

gelistirebilirler. Gilinlimiizde c¢ok fazla olmamakla birlikte c¢esitli etki

mekanizmalarma sahip antifungal ilaglar bulunmaktadir. Tedavinin basarisini
arttrmak icin dogru antifungalin secilmesi ¢ok Onemlidir. Ciinkii bazi1 Candida

tiirleri, baz1 antifungallere kars1 dogal dirence sahiptirler. Ornegin C. glabrata
tiirlerinin birkag tanesi azol grubu antifungal ilaclara karsi dogal dirence sahiptirler.
Bunun i¢in antifungal duyarlilik testlerinin yapilmasi gereklidir [25]. Bu amagla
calismamizda kolorimetrik bir yonteme sahip olan Sensititre YeastOne kiti ile izole
edilen Candida suslarmin 7 farkli antifungale (Flukonazol, Kaspofungin,
Vorikonazol, Amfoterisin B, Posakonazol, Itrakonazol ve 5-Flusitosin) kars1
duyarlilik deneyleri yapilmistir.

Son yillarda C. albicans suslarinin flukonazol basta olmak iizere azollere kars1
direng gelistirdikleri gozlenmistir [111]. Calismamizda da izole edilen C. albicans
suslar1 genellikle azol grubu antifungallere kars1 dire¢li olarak saptanmistir. 10 tane
flukonazol ve vorikonazol, 8 tane posakonazol; 9 tane itrakonazol; 1 tane 5-

Flusitosin; 2 tane de amfoterisin B direnci saptanirken kaspofungine diren¢li C.

albicans susuna rastlanmamistir (Tablo 1V.14).

Tablo IV.14: Izole edilen C. albicans suslarinin antifungal duyarlilik sonuglari

N | Flukona | Vorikona | Posakona | itrakona 5-. Amfoteri | Kaspofun
0 zol zol zol zol Fluisl:tos sin B gin
4 4 0.06 0.5 0.25 <0.03 0.5 0.06
5 256 0.06 0.06 0.12 0.25 0.12 0.06
9 0.5 <0.008 0.03 0.06 <0.06 0.25 0.03
11 64 >4 >8 >16 0.12 0.25 0.03
14| 0.25 <0.008 <0.008 <0.015 <0.06 0.25 0.015
15| 0.25 <0.008 <0.008 <0.015 <0.06 0.25 0.015
19/ 0.12 <0.008 0.06 0.08 0.03 0.25 0.03
20| 0.25 <0.008 0.015 0.008 0.03 0.12 0.06
21| 0.25 >16 0.015 0.03 1 0.5 0.06
22 0.5 <0.008 0.03 0.03 0.12 0.5 0.12
23| >256 >16 >8 >16 0.12 2 0.12
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Tablo 1V.14: Devam

N | Flukona | Vorikona | Posakona | itrakona 5-. Amfoteri | Kaspofun
0 zol zol zol zol Fluisl:tos sin B gin
24| >256 >16 >8 >16 0.12 2 0.12
25| >256 >16 0.5 >16 0.12 0.5 0.125
26 0.5 0.015 0.03 0.03 0.06 0.5 0.12
27 0.5 0.015 0.03 0.03 0.06 0.5 0.12
28 1 <0.008 0.06 0.03 0.06 0.015 0.25
29 0.5 <0.008 0.015 0.03 0.6 1 0.12
32 0.5 0.015 0.06 0.15 0.06 1 0.06
33| 0.25 <0.008 0.03 0.06 <0.03 0.25 0.0015
34 1 0.06 0.25 0.12 1 0.5 0.03
36 4 0.03 0.5 0.25 0.03 1 0.03
38| >256 >16 >8 >16 0.06 1 0.06
43 0.5 <0.008 0.12 0.12 <0.003 1 0.12
44 0.5 0.015 0.06 0.06 0.06 1 0.015
45 0.5 <0.008 0.12 0.12 <0.003 1 0.12
46 0.5 <0.008 0.06 0.12 0.06 1 0.12
48 0.5 <0.008 0.06 0.12 0.06 1 0.03
49 0.5 <0.008 0.12 0.12 0.06 1 0.06
58| >256 >16 >8 >16 0.06 1 0.12
60| 0.25 0.008 0.06 0.06 0.06 1 0.12
61 0.5 <0.008 0.06 0.12 0.06 1 0.03
62 0.5 0.015 0.06 0.06 0.06 1 0.015
67| 0.25 <0.008 0.06 0.12 0.06 0.5 0.06
70 0.5 0.06 0.12 0.12 <0.03 0.25 0.015
731 0.25 <0.008 0.008 0.12 <0.06 0.5 0.06
74| >256 >8 >8 >16 <0.06 1 0.12
75 0.5 <0.008 0.06 0.12 <0.06 0.25 0.12
81| 0.25 <0.008 0.06 0.06 <0.06 0.25 0.12
82 0.5 0.03 0.12 0.12 >64 0.5 0.03
84| 0.25 <0.008 0.06 0.12 <0.06 0.25 0.03
87| <0.12 <0.008 0.06 0.12 <0.06 0.5 0.12
88| 0.25 <0.008 0.12 0.06 <0.06 0.25 0.06
89 0.5 <0.008 0.06 0.12 <0.06 0.25 0.06
91| 0.25 <0.008 0.06 0.12 <0.06 0.5 0.03
921 0.25 <0.008 0.015 0.06 <0.06 0.25 0.06
93| 05 <0.008 0.015 0.06 2 1 0.06
94 0.5 0.015 0.015 0.12 0.5 1 0.06
95| >256 >8 >8 >16 <0.06 0.5 0.06
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Tablo 1V.14: Devam

Flukon | Vorikona | Posakona | itrakona 5-. Amfoteri | Kaspofun
No azol zol zol zol Fluisl:tos sin B gin
96 0.25 <0.008 0.06 0.12 <0.06 0.25 0.03
98 | >256 >8 >8 >16 <0.06 0.5 0.06
103 0.5 <0.008 0.03 0.06 <0.06 0.25 0.03
104 0.5 <0.008 0.03 0.06 <0.06 0.25 0.03
106 0.5 0.03 0.015 0.06 0.12 0.25 0.06
107 0.5 <0.008 0.06 0.12 0.06 1 0.03
108 0.5 <0.008 0.06 0.12 <0.06 0.25 0.12
109 0.5 <0.008 0.015 0.03 0.6 1 0.12
110 | 0.25 <0.008 0.06 0.06 <0.06 0.25 0.12

Calismamizda bir azol grubu antifungale direngli olan bir sus, hemen hemen
gruptaki diger antifungallere de direngli olarak saptanmistir. Azollere karsi artan
dirence ve sistemik antifungal tedaviye cevapsiz kandidiyasislerin goriilmesine,
azollerin tekrarlanan kullanimi neden olarak diisiiniilmektedir [25]. C. albicans

suslari, azol grubu disindaki antifungallere yiiksek oranda duyarli olarak

saptanmislardir. Bu durum benzer caligmalar da belirtilmektedir [112].  Bu tiir,
klinik orneklerden en sik izole edilen Candida tiri oldugu icin antifungal
duyarhiliklarmin bilinmesi ayrica 6nem tasimaktadir. Ozellikle yogun bakim
servislerinde yatan hastalarda ve bayanlarda siklikla enfeksiyon etkeni olarak
karsimiza ¢ikmaktadir [113, 114]. Bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda firsatci
enfeksiyonlara neden olan mantar tiirlerinin basinda gelmektedir. Yiizeysel ya da
derin; akut ya da kronik mantar enfeksiyonlarinin; solunum yollar1 enfeksiyonlarinin
ya da sistemik fungal enfeksiyonlarin baglica etkeni olan C. albicans tiri [9],

calismamizda da siklikla izole edilmistir.

C. glabrata suslarmin antifungal duyarlilik sonuglar1 incelendiginde; diisiik
oranlarda direng saptandigir goriilmektedir (Tablo IV.15).  En fazla direng 31
numarali 6rnekten izole edilen susta gorilmiistir. Bu sus azol grubundan 3
antifungale ve amfoterisin B’ye diren¢li olarak saptanmistir.  Vorikonazole ve

kaspofungine karsi direng tespit edilmemistir. Bir adet sus da 5-flusitosine direngli
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olarak belirlenmistir. C. glabrata suslarinda flukonazol direncine, yasl hastalarda
rastlanmaktadir. Son yillarda azollere karsi direng artarken; tedavide doz artisi
zaman zaman etkili sonuglar vermistir [115]. Calismamizda bu tiirde flukonazol
direncine ii¢ tane susta rastanmistir ve bu suslar 65 iistli yasa sahip olan hastalardan

1zole edilmistir.

Tablo IV.15: izole edilen C. glabrata suslarmin antifungal duyarlilik sonuglar

Fluko | Vorikona | Posakona | itrakona 5-. Amfoteri | Kaspofun

No nazol zol zol zol Fluisl:tos sin B gin
6 8 0.12 0.5 0.5 <0.03 0.5 0.06
7 4 0.06 0.5 0.25 <0.03 0.5 0.06
8 4 0.06 0.5 0.25 <0.03 0.5 0.06
12 2 0.03 0.25 0.12 <0.06 0.12 0.03
13 2 0.03 0.25 0.12 <0.06 0.12 0.03
18 8 0.12 0.5 0.25 8 0.25 0.06
31 16 0.5 2 1 <0.03 2 0.06
35 8 0.12 0.5 0.5 <0.03 1 0.03
37 2 <0.008 0.25 0.12 <0.03 1 <0.008
57 16 0.25 1 1 <0.03 2 0.03
85 4 0.06 0.5 0.25 <0.06 0.25 0.06
97 16 0.06 1 0.5 <0.06 0.5 0.06

C. parapsilosis kan Orneklerinden siklikla izole edilen nozokomiyal
enfeksiyonlarin basinda gelmektedir. Sadece onkoloji ve trasplant hastalarinda degil,
ayn1 zamanda yogun bakim iinitelerinde yatan hastalarda da siklikla goriilmektedir.
Bunun nedeni ¢esitli cerrahi girisimler ve hastanede uzun kalis siirelerinin neden
oldugu ileri stirtilmektedir [116]. Son yillarda C. parapsilosis enfeksiyonlarmin
artis1 dikkati ¢cekmektedir [117]. Calismamizda da C. albicans’tan sonra en fazla
izole edilen tiir C. parapsilosis’tirc. Ayrica izole edilen 22 tiirden 17 tanesi kan
kiiltliriinden izole edilmistir ve bu tiirlin izole edildigi hastalar, hastanede uzun siire
yatmak zorunda kalan yogun bakim hastalar1 ya da onkoloji tedavisi géren hasta
gruplaridir.  Calismamizda oldugu gibi, bir ¢ok calismada da Avrupa ve Latin
Amerika’da Non-albicans Candida suslari i¢cinde en fazla bu tiirlin izole edildigi

bildirilmektedir [118-120].
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C. parapsilosis suglarinda yiiksek oranlarda duyarli sonuglar alinmustir.

Sadece bir tiir azollere direncgli olarak saptanmistir (Tablo IV.16). Bu durum bagka

arastiricilar tarafindan da saptanmustir [116].

Bu mayaya bagli infeksiyonlar; el hijyeni, kateter kullanimi ve bakiminda

dikkatli olunmasi ile kontrol altina alinabilir.

Tablo 1V.16: izole edilen C. parapsilosis suslarmm antifungal duyarlilik

sonuglari
Fluko | Vorikona | Posakona | itrakona 5-. Amfoteri | Kaspofun
No nazol zol zol zol Fluisl:tos sin B gin
1 1 0.06 0.06 0.12 <0.06 0.25 0.03
2 1 0.06 0.06 0.12 <0.06 0.25 0.03
3 1 0.06 0.06 0.12 <0.06 0.25 0.03
16 0.5 0.008 0.015 0.06 0.06 0.25 0.5
17 0.5 0.008 0.015 0.06 0.06 0.25 0.5
39 1 0,015 0.12 0.12 0,12 1 0,5
41 1 0,015 0.12 0,12 0,12 1 0,5
42 1 0,015 0.12 0,12 0,06 1 0,5
47 1 0,03 0.12 0,12 0,12 1 0,5
50 1 0,015 0.12 0,12 0,12 1 0,5
51 1 0,015 0.12 0,12 0,12 1 0,5
52 1 0,015 0.12 0,12 0,12 1 0,5
53 1 0,015 0.12 0,12 0,12 1 0,5
54 1 0,015 0.12 0,12 0,12 1 0,5
55 8 0,12 1 0,5 0,12 1 0,5
56 1 0,015 0.12 0,12 0,12 1 0,5
63 1 0,015 0.12 0,12 0,12 1 0,5
64 1 0,015 0.12 0,12 0,12 1 0,5
65 1 0,015 0.12 0,12 0,12 1 0,5
66 1 0,015 0.12 0,12 0,12 1 0,5
79 | >256 >8 >8 >16 <0.06 1 0.12

C. glabrata ABD’de ikinci en sik kandidemi etkenidir. Ancak Avrupa
iilkelerinde C. tropicalis veya C. parapsilosis ikinci siray1 almaktadir. C. glabrata
flukonazoliin profilakside kullanildig1 hastalarda ve yaslilarda giderek artan siklikta
goriilmektedir ve bu tiire bagh infeksiyonlar daha agir ve 6liimciil seyretmektedir.
Avrupa iilkelerinde ve Tirkiye’de ise C. parapsilosis ve C. tropicalis, C.

albicans’tan sonra en sik kandidemi yapan tiirlerdir. C. tropicalis kandidemileri
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daha ¢ok nétropenisi ve mukoziti olan, 6zellikle flukonazol profilaksisi almamis olan
hastalarda goriilmektedir [121].
Calismamizda da C. tropicalis, C. albicans’tan sonra en fazla izole edilen iki

tiirden birisidir ve 5 susta azollere kars1 direng saptanmistir (Tablo IV.17).

Tablo IV.17: Izole edilen C. tropicalis suslarmin antifungal duyarlilik

sonuglari
Flukonaz | Voriko | Posakona | itrakona 5-. Amfoteri | Kaspofun

No ol nazol zol zol Fluisl:tos sin B gin

10 64 >4 >4 >16 0.12 0.25 0.03
30 2 0.25 >8 0.25 <0.03 1 0.12
40 2 0.12 0.25 0.12 0.03 2 0.25
68 8 1 <0.06 0.5 <0.03 1 0.06
69 2 0.5 0.5 0.25 <0.03 16 0.06
71 0.5 <0.008 0.03 0.06 0.06 0.5 0.06
72 1 0.06 0.25 0.25 <0.06 0.25 0.06
76 >256 >8 >8 >16 <0.06 1 0.12
77 >256 >8 >8 >16 <0.006 1 0.12
78 >256 >8 >8 >16 <0.06 1 0.06
80 >256 >8 >8 >16 >0.06 1 0.06
83 0.25 <0.008 0.06 0.12 <0.06 0.25 0.015
86 4 0.5 1 0.5 <0.06 1 0.06
100 2 0.12 0.12 0.25 >64 0.5 0.03
101 2 0.12 0.12 0.25 >64 0.5 0.03
102 2 0.12 0.12 0.25 >64 0.5 0.03
105 16 0.06 0.12 0.25 8 1 0.12

Kandidemiler ve invazif kandidiyazda tani ve tedavi giigliiklerinin ¢ok fazla
olmas1 nedeniyle bu hastaliklarm Onlenmesi ve kontrolii daha da Onem
kazanmaktadir. Bu yonden etkin, kolay ve ucuz olan ii¢ yontem vardir:

1) El hijyeni,

2) Kateter bakima,

3) Antifungallerin sagduyulu ve dikkatli kullanilmasa.

Sonug olarak, kandida infeksiyonlarinda Non-albicans tiirlerin artis gosterdigi

ve bu tiirlerin antifungal ilaglara direncinin yiiksek oldugu, bu nedenle Candida
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infeksiyonlarinda etkenin tiir diizeyinde saptanip antifungal duyarliligmin
arastirilmasinin tedavinin etkinligi ve diren¢ gelisiminin Onlenmesi acisindan

yararlilig1 tartisilmazdir [122].

C. krusei’ye bagh kandidemiler daha ¢ok hematolojik malignitesi olanlarda,
kemik iligi ve kan alicilarinda, 6zellikle flukonazol profilaksisi uygulanan hastalarda
goriiliir. C. dublininesis ise daha ¢ok HIV ile enfekte kisilerden siklikla izole edilen
bir Candida tiridir. Tablo 1V.18’da C. krusei ve C. dubliniensis suslarinin

antifungal duyarlilik sonuclar1 yer almaktadir.

Tablo IV.18: izole edilen C. krusei ve C. dubliniensis suslarmm antifungal

duyarhlik sonuglar1

Flukon | Vorikon | Posako | itrakonazo 5.- . | Amfoterisin | Kaspofun
No Flusitosi .
azol azol nazol 1 n B gin
59| <0.12 | <0.008 0.03 0.03 0.06 0.5 0.12
90| <0.06 | 0.015 0.12 0.12 <0.06 1 0.12
99 | >256 1 >8 >16 >(0.06 0.5 0.06
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BOLUM V

SON DEGERLENDIRMELER ve ONERILER

Calismamizda fungal enfeksiyonlarin tanisinda, geleneksel yontemlerin en
onemlisi, hatta altin standardi olan kiiltiir yonteminin, molekiiler yontemlerin en son
teknolojilerinden biri olan real time PCR ile karsilastilmasi1 yapildi.

Kiiltiir yonteminde Candida tiirlerinin ayriminda; germ tiip testinin yaninda
45°C’de tireme deneyi ve ChromAgar Candida besiyerinde renk ayrimi gibi ek
testler yapilarak; bu yontemlerin giivenilirligi arttirildi.  Non-albicans Candida
olarak saptanan suslarin API ID 32 C ile tiplendirilmeleri yapildi. Ayrica bu yontem
ile Aspergillus tiirleri tiretildi ve morfolojik olarak tanimlamalar1 yapilda.

Panfungal PCR yontemi ile Candida ve Aspergillus tiirlerinin cins diizeyinde
ve molekiiler bir yontem ile tanimlamalar1 yapildi. Bu yontem, diziye 6zgiil olmayan
Sybr green boyasi ile ¢ift zincirli DNA’nin saptanmasi esasina dayanir. Bu
yontemin avantaji ucuz ve hizli olmasi; dezavantaji ise diziye 6zgiil olmayan boya
maddeleri kullanilmasidir. Ancak real time PCR sartlarinda kontaminasyon riski en
aza indirildigi i¢in, bu dezavantaj kismen de olsa yok edilmistir. Real time PCR
yontemlerinin en Onemli Ozelligi hizla sonu¢ almarak; birka¢ saatte tedaviye
baslanabilmesidir. Bunun yaninda elektroforez gibi ek testlere de ihtiya¢ kalmadigi
icin kontaminasyon riski minimuma indirilmektedir. Bu yontemler diziye 6zgiil
olan problar kullanildigiunda daha giivenilir sonuglar vermektedir.

PCR calismalarinda oncelikle optimizasyonlar yapildi ve primerlerin uygun
baglanma dereceleri ile PCR karisimlarmin en uygun konsantrasyonlar1 belirlendi.
Ayrica cesitli suslar ile dizayn edilen primerlerin validasyonlar1 yapildi. Bu sayede
testin glivenilirligi test edilmis oldu.

Calismamizda ayrica 4 farkli Candida tiriiniin (C. albicans, C. glabrata, C.
tropicalis ve C. parapsilosis) diziye 0zgiil problar olan Tagman problar yardimiyla
molekiiler diizeyde teshisleri yapildi. Boylece fenotipik olarak belirlenen dort farkls
Candida tiriniin molekiiler yontemlerle karsilastirilmalar1 yapildi. Bu sayede rutin

uygulamalarda kullanilan metodlarin gecerliligi test edildi.
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Yine bu calismada izole edilen Candida suslarmin antifungal duyarlilik testleri
yeni bir yontem olan ve kolorimetrik tabanl ticari bir kit ile yapilmistir. Bu sekilde
iilkemizdeki diren¢ durumu 7 antifungal i¢in ve Istanbul ilindeki 110 hasta izolat1

icin belirlenmistir.

Tiim bu deneylerin yapilmasinda standart suslar kullanilarak ve kalite kontrol

kurallarina uyularak, ¢alismalarin glivenilirligi yiiksek diizeyde tutulmustur.

Calismamizda birkag farkli metod birarada kullanildig1 i¢in ayrica bir 6nemi

bulunmaktadir. Elde edilen sonuglar su sekilde siralanabilir.

e C. albicans tiirlerinin tanisinda sadece germ tiip yonteminin yeterli olmadigi
belirlenmistir.  Bunun yaninda 45°C’de {ireme deneyinin mutlaka yapilmasi
gerekliligi saptanmustir.

e Bu deneyin yapilamadigi durumlarda Non-albicans Candida tiirlerinin C.
albicans tiirlerinden ayrilmasinda, ChromAgar Candida besiyerinde farkli renklerde
iremelerin gozlenmesi ve bu sekilde tiirlerin genel bir ayrimmin yapilmasinin uygun
oldugu sonucuna varilmastir.

e Rutin besiyerlerinde birbiri ile ayn1 goriinlise sahip, ancak farkli olan ve
birbirinden ayrilamayan kolonilerin ayrimmda ChromAgar Candida besiyerinin
kullaniminin pratik ve faydali oldugu belirlenmistir.

e Calismamizda izole edilen ve geleneksel yontemlerle teshis edilen Candida

ve Aspergillus cinslerine ait tiirler Tablo V.1 ve V.2 ‘de gosterilmektedir.

Tablo V.1: izole edilen Candida suslarinm tiirlere gére dagilimi

Mikroorganizma Adi | Miktar

Candida albicans 57
Candida dubliniensis 1
Candida glabrata 12
Candida krusei 2

Candida parapsilosis 21

Candida tropicalis 17
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Tablo V.2: Izole edilen Aspergillus suslarinm tiirlere gore dagilin

Mikroorganizma Adi Miktar
Aspergillus flavus 12
Aspergillus fumigatus 2
Aspergillus niger 14
Aspergillus terreus 1

eizolasyonu yapilan Candida ve Aspergillus tiirlerinin dagilim oranlari
iilkemizde veya ayni cografik Ozelliklere sahip olan iilkelerde yapilan ¢aligmalarin
sonuclari ile uyum i¢indedir.

e Yapilan diger ¢calismalarda da belirtildigi gibi, C. parapsilosis izolasyonunun
daha cok kan kiiltiirlinden yapilmasi, risk grubu hastalarin katater bakiminin ¢ok iyi
yapilmasi; tedavi uygulayan personelin ise el hijyenine c¢ok dikkat etmesi
gerekliligini ortaya koymaktadir. Bu Onlemler, tiim enfeksiyonlardan korunmada
temel ve en basit yontemler olup, mutlaka uygulanmalidir. Bu sekilde nozokomiyal
enfeksiyonlarin oniine gegilerek, hastanede kalis siireleri azaltilabilir.

e Calismamizda izole edilen suslarin yarisindan fazlasmin balgam, trakeal
aspirat ve BAL gibi alt solunun yolu 6rneklerinden izole edildikleri saptanmistir.

e Otomatik niikleik asit izolasyon sistemlerinden olan ve niikleik asiti miknatis
metodu ile tutan ve bu sekilde izolasyonun yapilmasini saglayan Magna Pure
Compact cihazi ile kiiltiir kolonilerinden niikleik asit izolasyonu yapilabilcegi
belirlendi. Bu cihaz sayesinde Ornekler arasi kontasminasyon riski ortadan
kaldirilmis ve calisan saghigi agisindan risk azaltilmistir.  Ayrica niikleik asit
izolasyonu standardize edilmistir.

e Panfungal Candida ve Aspergillus PCR sonuglar1 ile kiiltiir yontemleri
sonuclarinm uyumlu oldugu belirlenmistir. Ancak panfungal PCR ile tiir ayriminin
yapilmasimin zor oldugu saptanmistir.

¢ Geleneksel yontemler ile saptanan;

» 57 tane C. albicans susunun tamami Tagman PCR ile C. albicans
olarak,
» 21 tane C. parapsilosis susunun tamami Taqman PCR ile C.

parapsilosis olarak,
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» 17 tane C.tropicalis susunun tamami Tagqman PCR ile C. tropicalis
olarak,

» 12 tane C. glabrata susunun tamami Tagman PCR ile C. glabrata
olarak, saptanmustir.

e Tagman PCR sonuglar1 ile kiiltiir sonug¢larinin tutarli olmasi, geleneksel
yontemlerle dogru bir sekilde tanimlama yapilabildigini géstermistir.  Yine ID 32 C
kitinin bu dort sus i¢in giivenilir bir sekilde kullanilabilecegi belirlenmistir.

e Kolorimetrik bir yontem olan sensititre ile 7 farkli antifungal icin MIK
degerleri belirlenmistir. Higbir susta kaspofungine karsi direng saptanmamistir. En
fazla diren¢ azol grubu antifungallerde goriilmiistiir. Azol grubu antifungallerden
flukonazol, tiim antifungaller i¢inde en fazla diren¢ saptanan antifungal olarak

belirlenmistir (Tablo V.3).

Tablo V.3: Antifungal duyarlilik testlerinde saptanan direncin % dagilimi

Antifungaller Duyarh Direncli Diren¢ Orani (%)
Flukonazol 89 21 19,1
Vorikonazol 94 16 14,5
Posakonazol 93 17 15,5
itrakonazol 92 18 16,4
5-Flusitosin 104 6 5,5

Amfoterisin B 104 6 5,5
Kaspofungin 110 0 0,0
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