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OZET

Son 10 yilda Candida enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi ve tedavide kullanilan antifungallerle ilgili
onemli degisiklikler ortaya ¢cikmistir. Candida tiirleri glinimizde 6zellikle yogun bakim tnitelerinde en-
feksiyon etkeni olarak karsimiza cikmaktadir. Bu calismanin temel amaclarindan biri enfeksiyon etkeni
Candida turlerinin hastanemizdeki dagihmini belirleyerek hastane enfeksiyonlarinin 6nlenmesine katki-
da bulunmak, digeri ise Candida izolatlarinin tiir diizeyinde tanimlanmasinda kullanilan geleneksel ve
molekiler yontemlerin etkinliklerini ve pratik uygulanabilirliklerini degerlendirmektir. Calismaya, hasta-
nede yatarak tedavi goren 60 (29 erkek, 24 kadin; 7'si cocuk) hastanin cesitli klinik 6rneklerinden izo-
le edilen 77 Candida susu dahil edilmistir. “Centers for Disease Control and Prevention (CDC)” kriter-
lerine gore bu izolatlarin 57 (%74)'si hastane enfeksiyonu (HE) etkeni olarak kabul edilmistir. HE etke-
ni olarak en sik saptanan tiirler, C.albicans (22; %38.6), C.tropicalis (14; %24.6), C.parapsilosis (13;
%22.8), C.glabrata (7; %12.3) ve Candida spp. (1; %1.75) olmustur. Calismamizda Candida tirlerinin
en sik kan dolasimi (26; %45.6) ve Uriner sistem (24; %42.1) enfeksiyonlarindan sorumlu oldugu be-
lirlenmistir. Kan dolasimi enfeksiyonuna en sik yol acan tir C.parapsilosis (10; %38.5), Uriner sistem en-
feksiyonuna en sik neden olan tir ise C.albicans (12; %50) olarak saptanmistir. Bu calismada ayrica,
Candida turlerinin tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilan geleneksel fenotipik yontemlerin [germ
tlp olusumu, misir unu agarda klamidospor olusturma, 45°C’de treme, CHROMagar Candida (CAC)
besiyerindeki koloni 6zellikleri, APl ID 32C (BioMerieux, Fransa) sistemi ile karbonhidrat asimilasyon
ozellikleri] ve bazi molekiiler tekniklerin [ITS-1, ITS-3 ve ITS-4 primerleri uygulanan polimeraz zincir re-
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aksiyonu (PCR), PCR-RFLP (restriction fragment length polymorphism), ITS1-ITS4 uriinlerinin Msp | ve
Bin | restriksiyon enzimleri ile kesildigi PCR-RFLP] avantaj ve dezavantajlari degerlendirilmistir. Sonug
olarak, Candida izolatlarinin tiir diizeyinde tanimlanmasinda CHROMagar Candida besiyeri ve API ID
32C kiti birlikte kullanildiginda molekiiler yontemlerle elde edilen (%100 uyumlu) benzer sonuglar al-
nabildigi bulunmustur. Ayrica bu yontemlerin molekiler yontemlere gore cok daha dusiik maliyetli ve
kolay uygulanabilir oldugu sonucuna variimistir.

Anahtar sézciikler: Hastane enfeksiyonu; Candida; fenotipik tanimlama; genotipik tanimlama.

ABSTRACT

Over the last decade, there have been important changes in the epidemiology of Candida infecti-
ons and antifungal agents used to treat these infections. In recent years, Candida species have emer-
ged as important causes of invasive infections among patients in intensive care units. One of the ma-
in goals of this study was to evaluate the molecular epidemiology of infectious Candida species isola-
ted in our hospital and accordingly supply data for hospital infection (HI) control. The other aim of
this study was to evaluate effectiveness and practical applicability of traditional and molecular methods
used to identify Candida isolates to the species level. A total of 77 Candida strains that were isolated
from various clinical specimens of 60 hospitalized patients (29 male, 24 female; 7 were children) we-
re included in the study. Fifty-seven (74%) of those isolates were defined as HI agents according to
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) criteria. The most common Candida species identi-
fied as agents of HI were C.albicans (22; 38.6%), followed by C.tropicalis (14; 24.6%), C.parapsilosis
(13; 22.8%), C.glabrata (7; 12.3%) and Candida spp. (1; 1.75%). It was determined that bloodstream
(26; 45.6%) and urinary tract infections (24; 42.1%) were the most frequently encountered nosoco-
mial infections caused by Candida species. In addition it was detected that the most frequent causati-
ve agent of bloodstream infections was C.parapsilosis (10; 38.5%) and of urinary tract infections was
C.albicans (12; 50%). The evaluation of advantages and disadvantages of traditional phenotypic met-
hods [germ tube formation, chlamydospore formation in corn meal agar, growth at 45°C, colony cha-
racteristics on CHROMagar Candida medium, carbohydrate assimilation properties detected by API ID
32C (BioMerieux, France) system] and some molecular techniques [polymerase chain reaction (PCR)
by using ITS-1, ITS-3 and ITS-4 primers, PCR-Restriction fragment length polymorphism (RFLP), PCR-
RFLP in which ITS1-ITS4 products cut by Msp | ve Bln | restriction enzymes] for the identification of
Candida species revealed that CHROMagar Candida medium combined with API ID 32C kit yielded the
same results (100% compatible) as molecular techniques for the species identification of Candida iso-
lates. Since these phenotypic methods were simple and cost effective when compared to molecular
techniques, they should be considered in the identification of Candida species.

Key words: Hospital infection; Candida; phenotypic identification; genotypic identification.

GiRis

Genellikle transplantasyon uygulanan ve immiin siipresif ilaclarla tedavi edilen, not-
ropenik ve immiin yetmezlikli hastalarda daha sik enfeksiyonlara yol actigi bilinen Can-
dida tiirleri, giinimiizde 6zellikle yogun bakim (initesi (YBU) hastalarinda énemli pato-
jenler durumuna gelmistir'. Kandidemiler, tiim hastane kokenli kan dolasimi enfeksiyon-
lari (HKKDE) arasinda ticiincii, YBU'lerde ise dérdiincii sirada yer almaktadir. Bu enfeksi-

yonlarin mortalite oranlari, modern tani ve tedavi olanaklarina ragmen %40-60’a ulasa-
bilmektedir'-2.
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Hekimlerin, hastanelerinin baskin florasini olusturan mikroorganizmalar ile bunlarin
direng paternlerini, ayrica klinikler bazinda ve zaman icinde bu verilerde olusan degisim-
leri bilmeleri etkin ve dogru enfeksiyon kontrol stratejilerinin gelistiriimesinde 6nemli bir
kosuldur3. Gliniimiizde, hastane enfeksiyonlari (HE)'nin erken saptanabilmesi ve etken-
lerin hastalar arasinda yayilmasinin engellenmesine yonelik gerekli 6nlemlerin zamanin-
da alinabilmesi icin geleneksel yontemlerin yaninda molekiiler yontemlerin kullaniimasi
da 6nemli bir gereksinim haline gelmistir.

Bu calismada, enfeksiyon etkeni Candida turlerinin hastanemizdeki dagihminin belir-
lenmesi ve izolatlarin tur diizeyinde tanimlanmasinda kullanilan geleneksel ve molekdler
yontemlerin etkinlik ve pratik uygulanabilirliklerinin degerlendirilmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Mayis-Aralik 2007 tarihleri arasinda GATA Haydarpasa Egitim Hastane-
sinde cesitli kliniklerde yatarak tedavi goren yedisi cocuk toplam 60 hastanin (29 erkek,
24 kadin), enfeksiyon stiphesiyle alinan 6rneklerinden izole edilen 77 Candida susu alin-
di. Orneklerinde Candida izole edilen hastalar takibe alinirken, her yeni tireme HE varli-
g1 yoniinden CDC kriterleri* ve klinisyen goriislerine gore hastanin klinigi ile birlikte ay-
rica degerlendirildi. Hastalarin benzer klinik 6rneklerinde ayni ture ait tekrarlayan Greme-
ler oldugunda bunlardan sadece biri istatistiksel degerlendirme ve molekdler tanimlama-
lara dahil edildi.

Ornekler rutin kullanim besiyerlerine ekilirken, mikroskobik incelemelerinde maya
hucreleri gorulenler ayrica Sabouraud dekstroz agar (SDA) (Merck) ve CHROMagar Can-
dida (CAC) (BBL, Fransa) besiyerlerine ekildi. Kan ornekleri icin BACTEC 9240 (Becton
Dickinson, USA) kiiltur sistemi kullanildi. Geleneksel yontemlerle tanimlanan ve tek ko-
loni ekimi ile saflastirlan tim suslar %15 gliserinli buyyon icinde -80°C’de saklandi. Mo-
lekiler caismalar 6ncesi bu stoklardan SDA ve uygun sivi besiyerlerine pasajlar yapilarak
suslar canlandirildi ve testler uygulandi®-®. Kontrol susu olarak C.albicans ATCC 14053,
C.parapsilosis ATCC 90018 ve C.dubliniensis CBS 7987 kullanild.

izolatlarin germ tiip ve klamidospor olusturma, 45°C’de tireme, CAC besiyerindeki
koloni &zellikleri standart protokollere uygun olarak degerlendirildi>®°. Karbonhidrat
asimilasyon ozellikleri ise API ID 32C (BioMerieux, Fransa) kitiyle Uretici firmanin 6neri-
lerine gore degerlendirildi. CAC besiyerinde parlak yesil kolonileri olan, misir unu agar
(MUA)’da klamidospor olusturan ve germ tiip pozitif olup 45°C’de Ureyebilen izolatlarin
tamami C.albicans olarak kabul edildi ve API ID 32C kiti ile tanimlamaya gereksinim du-
yulmadi. API ID 32C kiti, randomize olarak secilen ¢ C.albicans izolati ve albicans-disi
tim izolatlarin tur diizeyindeki tanimlanmasi icin kullanildi.

Stoklardan cogaltilan mayalarin DNA'lari standart fenol-kloroform izoamilalkol meto-
du ile ekstrakte edildi'%'". Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), daha 6nce tanimlanmis bir
yontem temel alinarak; ITS1 (ileri) 5’-tccgtaggtgaacctgcgg-3’, ITS3 (ileri) 5'-gcatcgatga-
agaacgcagc-3’ ve ITS4 (ters) 5'-tcctccgcttattgatatgce-3’ (lontek, Turkiye) primerleri ile
gerceklestirildi'2. Reaksiyon 95°C’de 5 dakika baslangic denatiirasyonunu takiben
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95°C’de 30 saniye, 54°C’de 30 saniye, 72°C’de 1 dakika olarak 30 dongi ve 72°C’de 7
dakika son déngu seklinde ist dongui cihazinda (Icycler-BioRad, italya) gerceklestirildi ve
amplifikasyon Grtinleri %1.5'lik agaroz jelde yurutilerek UV 1sik altinda goruntulendi. Ek
olarak, ITS1-ITS4 Grtnleri Msp | (SibEnzyme®, Rusya) ve Bin | (Roche Diagnostics®, Al-
manya) restriksiyon enzimleri ile kesildi ve sirasiyla %1.8 ve %2’lik agaroz jellerde yuru-
tiilerek UV 1sik altinda goriintiilendi'®13.

BULGULAR

Calismanin verileri, aktif siirveyans ile toplanan klinik agirlikli bulgular (Tablo 1) ve izo-
le edilen suslarin tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilan yontemlerin etkinlik, hiz ve
maliyetlerinin karsilastirilmasi ile elde edilen laboratuvar agirlikli bulgular (Tablo 1) olmak
Uzere iki ana bolimde degerlendirilmistir.

CDC kriterleri ve klinisyen kararlarina gore 77 izolatin 57 (%74)'si HE etkeni olarak be-
lirlenirken, en sik goriilen enfeksiyon tipleri sirasiyla kan dolasimi 26 (%45.6) ve asemp-
tomatik kandiddriler de dahil olmak tizere Uriner sitem enfeksiyonlari 24 (%42.1) olarak
saptanmistir (Tablo 1). Altmis hastadan elde edilen 72 klinik 6rnegin 69 (%95.8)'unda

Tablo I. CDC Kriterlerine Gére Tanimlanan Hastane Enfeksiyonlari (HE) ve Tiir Dagilimlari
2 s
w 2 § S &
€< 3 5 5 2
8 2 § 8 3 ¢
S © 3 8 8% £
- S S & ™
Klinik siniflandirma CDC tanimlari S U U U 8 g
Kan dolasimi ve kateter Laboratuvar olarak kanitlanmis KDE 5 6 10 1 22
enfeksiyonlari (KDE) Katetere bagli KDE (kateter izolatlarr) T 1 2 4
Sekonder KDE 2 2 4
= Uriner sistem Semptomatik USE 4 1 7
= enfeksiyonlari (USE) Asemptomatik kandidiri 8 3 1 5 17
,3 Pnomoni Pnoémoni 1 1
T
Deri ve yumusak doku Deri ve YDE 2 2
enfeksiyonu (YDE)
Toplam HE 22 14 13 7 1 57
Kolonizasyon Solunum yollari kolonizasyonu 6 1 7
Vaskiiler kateter kolonizasyonu 3 2 5
& Yara kolonizasyonu 2 1 1 4
§ Kontaminasyon Apse, gastrointestinal sistem 1 1
g kontaminasyonu
© Oral flora kontaminasyonu 1 1
w
= Yatistan sonraki ilk 24 saat icinde alinan ornekte tireme 1 1 2
Toplam HE olmayan 13 4 3 20
Tim klinik 6rneklerden izole edilen tiirlerin toplam sayilari 35 14 17 10 1 77
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Tablo II. Candida Tiirlerinin Tanimlanmasinda Kullanilan Yéntemlere Ait Bazi Ozelliklerin Karsilastirmasi

Kan kiiltiirleri

izolatlarin tiir  ilk izolasyon icin gereken Uygulama ve
diizeyinde sonrasi 24-36 saat Yaklasik degerlendirme
tanimlanabilme gereken ek siire ilave test zorluk
Yontem orani (%) siire* (saat) edildiginde (saat) maliyeti (TL)  derecesi
Germ tlp 45%* 2 26-38 <0.5 X
Misir unu agar 58* 48 72-96 <1 XXX
API ID 32C kiti 96 48 72-96 12 XX
CAC besiyeri 76.6 24-36 48-72 <1 X
45°C’de treme 45 48 72-96 <1 X
PCR 13 24 48-60 35 XXXX
PCR-RFLP 98 27 51-63 40 XXXX
CAC besiyeri ve 98 24-72 48-96 3 X=XX

gerektiginde ek
olarak API ID 32C kiti

* Genel besiyerlerinde ilk izolasyon sonrasi (algoritmik bir sira izlenmeden) tiir diizeyinde tanimlama icin gereken
ek sire.

** C.albicans-C.dubliniensis tanimlanmasi icin ek yontemlere ve yanls negatif sonuglar icin dikkatli degerlendirmele-
re ihtiya¢ duyulmaktadir.

tek Candida tirl izole edilirken, bir kan kiltirinde tc¢ (C.albicans, C.tropicalis, C.parap-
silosis), bir yara kultirtinde tg (C.albicans, C.glabrata, C.parapsilosis) ve bir aspirasyon ka-
teter ucu kilturinde iki farkh tir (C.albicans, C.glabrata) izole edilmistir. Tim izolatlarin
35 (%45.5)'i C.albicans, 17 (%22)'si C.parapsilosis, 14 (%18.2)'G C.tropicalis, 10 (%13)’u
C.glabrata olarak tanimlanirken, bir tir (%1.3) hem geleneksel hem de molekiiler yon-
temlerle eksik (incomplete) olarak (C.lusitaniae veya C.intermedia seklinde) tanimlanabil-
mistir.

Calismamizda etkenlerin cogu kan ve idrar 6rneklerinden izole edilirken, kan kiilturle-
rinden albikans-disi tiirler daha sik izole edilmistir (Sekil 1). Ureme saptanan érnekler
toplam 15 farkl klinik veya tniteden elde edilirken, bu 6rneklerin %44 (32/72)'G Genel
Cerrahi ve I¢ Hastaliklari YBU'lerinde yatan hastalara aittir.

MUA'da yalanci hif yapilar ve klamidospor olusturmayan 10 izolat morfolojik olarak
C.glabrata, klamidospor olusturan 35 izolat C.albicans veya C.dubliniensis seklinde tanim-
lanirken, diger izolatlarin tir dlizeyinde tanisi icin MUA tek basina yeterli olmamistir. CAC
besiyeri ile izolatlarin 35 (%45.5)'i C.albicans, 14 (%18.2)'u C.tropicalis ve 10 (%13)'u
C.glabrata olarak tanimlanmig, diger 18 (%23.4) izolat ise CAC’da tur dizeyinde tanim-
lanamamigstir. C.dubliniensis standart susunun CAC besiyerinde, 24. ve 36. saatlerde C.al-
bicans kolonilerinden tam olarak ayirt edilemeyen yesil renkli parlak koloniler olusturdu-
gu, inkubasyon suresi uzatildikca bunlarin koyu-yesil renkte, mat gorinumlu kolonilere
donustugu gézlenirkené, hastanemiz izolatlari icinde benzer 6zellik gosteren baska bir su-
sa rastlanmamistir. Tim yontemlerin kullaniimasiyla elde edilen son tanimlamalar stan-

482 MiKROBiYOLOJi BULTENI



Sahiner F, Ergiinay K, Ozyurt M, Ardig N, Hosbul T, Haznedaroglu T.

4 10 20 30

z(2a9r; C.parapsilosis (12) C %Jlb:ic%m:s (:8):
3 |12 Cabicans (12) | ST

I%izfzsr -".".Calbicans (15)"-"-1 (4) | (3)

A

Sekil 1. Klinik 6rneklere gére en sik izole edilen Candida tiirleri.

dart olarak kabul edilmek tzere API ID 32C kitinin duyarlihgi; 24. saatte %72.9 (35/48),
48. saatte %95.8 (46/48) ve 72. saatte %87.5 (42/48) olarak saptanmistir. Bir Candida
tard API ID 32C kiti ile dusiik diizeyde ve eksik olarak C.intermedia veya C.lusitaniae sek-
linde tanimlanabilmistir. Bu tiriin disinda API ID 32C testi bir C.tropicalis turtnu ikinci ola-
silik olarak tanimlayabilmis; 24. ve 72. saatlerde yapilan hatali degerlendirmelerin birco-
gu (%55.5) da yine diger yontemlerle C.tropicalis olarak tanimlanmustir.

Calisma sonunda dogrulama amach test tekrarlari yapilmis; kor degerlendirmelerde
tek degisken kullanilan hasta serumu olmak tizere, germ tiip olusturdugu daha énceden
saptanmis olan C.albicans turlerinin %8.6-14.3 oranlari arasinda yanlis negatif olarak de-
gerlendirilebilecedi saptanmustir. Yine, daha 6nce timinin MUA'da klamidospor olus-
turdugu belirlendigi halde bazi C.albicans tirlerinin kontrol amacl yapilan testlerde kla-
midospor olusturmadigi gozlenmistir.

ITS-1, ITS-3 ve ITS-4 primerleri ile elde edilen amplifikasyon urGnlerinin biyklik
farkliliklarina gore yapilan tanimlamada ise, C.glabrata’nin kolaylikla tanimlanabildigi
ancak izolatlarin blylik cogunlugunu (> %85) olusturan U¢ Candida turtinin (C.albi-
cans, C.parapsilosis ve C.tropicalis) birbirlerinden tam olarak ayirt edilemedigi goriil-
mdustir. Bu Ug¢ turin daha kolay ayirt edilebilmesi icin daha 6nce bildirilen bir PCR-
RFLP y(')'ntemi10 uygulanmustir (Sekil 2). C.glabrata’nin amplikonlar diger tim Candi-
da turlerine gore daha buylk oldugundan ikinci bir yonteme gereksinim kalmadan ta-
nimlanmistir. Calismada izole edilen turlerden biri daha dnceden tanimlanmis olan pa-
ternlere'? gore C.lusitaniae veya C.intermedia seklinde eksik olarak tanimlanabilmistir.
Her iki yontem de C.dubliniensis, C.albicans ayinmini yapamadigi icin, bu iki turin bir-
birinden ayirt edilmesinde Bin | (Avr Il) enziminin kullanildigi farkli bir PCR-RFLP y6n-
temi'3 uygulanmis ve izolatlarimiz arasinda C.dubliniensis susunun olmadigi molekii-
ler yontemlerle de dogrulanmistir.
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Sekil 2. A. Bazi Candida suslarinin tiire 6zgtil uzun ve kisa amplikonlari. al: C.albicans (yaklasik 532 ve 339
bp), a2: C.parapsilosis (yaklasik 516 ve 311 bp), a3: C.tropicalis (yaklasik 521 ve 329 bp). B. Uzun tiriinle-
rin Msp | ile kesilmesi sonrasi olusan bantlar. b1: C.albicans (yaklasik 238 ve 297 bp), b2: C.glabtrata
(vaklasik 314 ve 557 bp), b3: C.parapsilosis (yaklasik 516 bp), b4: C.tropicalis (yaklasik 184 ve 340 bp).

TARTISMA

Gunumizde invazif fungal enfeksiyonlar icin risk altindaki populasyon giderek art-
makta ve buna paralel olarak hastane kokenli fungal enfeksiyonlarin %80'inden fazlasin-
dan sorumlu olan ve HKKDE etkenleri arasinda ilk siralarda yer alan Candida turleri her
gecen gun 6nem kazanmaktadir. Son yillarda 6zellikle albicans-disi Candida tirlerinin et-
ken oldugu enfeksiyonlarda dikkat cekici artislar goze garpmaktadlr1 415, Kandidemilerin
%95’inden fazlasinda etken olarak bes tir (C.albicans, C.parapsilosis, C.tropicalis, C.glab-
rata ve C.krusei) izole edilmekte, en sik saptanan tir C.albicans olmakla birlikte bazi ¢a-
lismalarda ilk sirayr C.parapsilosis almaktadir'>17. Kan dolasimi enfeksiyonu (KDE) etke-
ni olan Candida tiirlerinin gorilme sikliklari cografi bolgelere ve Ulkelere gore degisiklik
gostermektedir'>-1°. Calismamizda, Candida kaynakli 26 KDE epizodu tespit edilmis ve
sik gorilen etkenler sirasiyla C.parapsilosis (%38.5), C.tropicalis (%30.8) ve C.albicans
(%26.9) olarak tanimlanmistir. Bu durum, tiim diinyada oldugu gibi hastanemizde de
albicans-disi Candida turlerinin giderek daha da 6nem kazanacaginin bir gostergesi ola-
rak degerlendirilmistir.

Kandidemi tedavisinde tercih edilen flukonazol, Candida tiirlerinin coguna kargi etkili
olup, yan etkileri gorece olarak azdir ve maliyeti diisiiktiir'. Ancak flukonazol nadir izo-
le edilen bir tlr olan C.krusei'ye karsi etkisizken C.glabrata’ya karsi da sinirli etki goster-
mektedir'. Eger bir hastanede kandidemiye neden olan en sik etkenler C.albicans, C.pa-
rapsilosis ve C.tropicalis ise kandidemi tedavisinde flukonazol tercih edilirken, eger izolat-
larin %15-20den fazlasi C.glabrata ise ilk tercihin kaspofungin olmasi onerilmektedir’.
Kandidemi tedavisi icin daha uygun olan ve daha az yan etkiye sahip ekinokandinler, flu-
konazol grubu ilaglara gore hala ¢cok pahali oldugundan bircok hastanede kullanimlari
kisithdir. Bu nedenle hekimler hastanelerinde kan dolasimi invazyonuna neden olan en
yaygin Candida tirlerini bilmelidirler. Calisma stiresince C.glabrata ve C.krusei tirlerinin
etken oldugu HKKDE saptayamamis olmamizda, HEKK kararlari geregi hastanemizde
profilaktik flukonazol kullaniminin kisitlanmasinin roli olabilir. Ayrica bu durum flukona-
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zoliin hastanemizde kandidemi olgularinda ampirik tedavi icin iyi bir secenek olabilece-
gini gostermektedir.

Genel Cerrahi YBU’de dort C.parapsilosis ve I¢ Hastaliklar YBU’de yedi C.albicans su-
su ayni tarihlerde ayni Unitelerde yatan hastalardan izole edilmistir. Bunun nedeni, ye-
tersiz koruyucu 6nlemlere bagli hastalar arasi bulas olabilecegi gibi, benzer risk faktorle-
rine sahip hastalarda ayni tirlerin saptanmig olmasi da olabilir. Bu olasiliklarin aciklana-
bilmesi icin klonal iliskinin arastirildigi epidemiyolojik molekuler calismalara gereksinim
oldugunu duistinmekteyiz.

Kandidemiler sirasinda tekrarlayan negatif kan kilttirlerine rastlanabileceginden, kolo-
nizasyonu olan hastalarda invazif kandidiyazis varligi klinik ile paralel olarak dikkatle aras-
tinlmahdir. Calismamizda takip edilen 30 hastanin cesitli viicut bolgelerinde kolonizasyon
saptanirken, ozellikle Griner sistem ve vaskuler kateter ucu kolonizasyonlarinin ilerleyen
donemlerde invazif enfeksiyonlara neden olabildigi (sekonder KDE ve katetere bagh KDE
gibi, Tablo I) saptanmis ve HE kontroliinde kultir pozitifligi olan her hastanin aktif olarak
takip edilmesinin 6nemi bir kez daha gosterilmistir. Vaskiiler kateter kolonizasyonu olan
hastalarda, kateterlerin cikarilmasiyla mayalarin kandan temizlenmesi hizlanmaktadir.
Kandidemi ortadan kalkincaya kadar gunlik kan kultirlerinin alinmasi ve ilk negatif kan
kiiltiirinden iki hafta sonraya kadar antifungal tedaviye devam edilmesi Gnerilmektedir’.

Candida tirlerinin tanimlanmasinda en sik ve ilk basamakta kullanilan ve duyarlilig
%95-98 arasinda raporlanan germ tiip testi, insan serumunun kullanilmasi gibi cesitli
faktorlerden etkilenebilmektedir’-2%2'. C.tropicalis germ tiip benzeri yalanci hifler olus-
turabilir; ancak bu yapilarin ana hiicreden uzadigi noktada daralma gostermesi ayirici ta-
nida yararlidir?%22. C.dubliniensis'in de germ tiip testi pozitif olan diger bir tiir oldugu
hatirda tutulmahdir?3. Ozellikle polimikrobiyal tiremenin oldugu durumlarda sadece
germ tiip testi ile tanimlamaya gidildiginde, germ tiip olusturanlarin yaninda olusturma-
yan diger turler gézden kacabilir.

Kidmeler halinde ikili veya ug¢liu klamidospor olusturma 6zelligi C.dubliniensis'te daha
stk gortlmekle beraber bu durumun tire 6zgi olmadigi, bazi C.albicans suslarinda da
goriilebildigi bildirilmistir’*. Zaman alici olmasinin yani sira, calismamizda klamidospor
saptanmayan durumlarda dogrulama amacl yapilan test tekrarlarinda klamidospor var-
hginin gorilmesi, yontemin duyarhligr konusunda ¢ekinceler olugturmustur. Yiksek isida
treme 0zelligi, C.dubliniensis ve C.albicans turlerinin ayirminda kullanilan diger bir me-
tot olup, ayirm i¢in en uygun isinin 45°C oldugu bildirilmistir?>. Calismamizda bu yon-
tem ile 35 C.albicans ve pozitif kontrol olarak kullanilan bir C.dubliniensis susu dogru ola-
rak tanimlanmistir. Biyokimyasal ozellikleri birbirine benzeyen bu iki tiriin ayirt edilme-
sinde ticari kitler de kullanilmakla birlikte bu kitlerin de yetersiz kalabilecegi unutulma-
malidir?®. CAC besiyerinde iki tir icin en iyi ayinmin inkiibasyon siiresinin 72 saate uza-
tilmasiyla miimkiin olabilecegi, bu durumun ise tanida gecikmelere neden olabilecegi
bildirilmektedir®. Tiim bu bilgiler 1s1ginda, C.albicans'a gore azollere direngli olma olasi-
g1 daha ylksek olan C.dubliniensis suslarinin tanimlanmasinda en gtivenilir sonuglarin
molekiiler calismalar ile elde edilebilecegi ifade edilmektedir'3.
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Kromojenik substrat iceren CAC besiyerinin C.albicans, C.tropicalis ve C.krusei turleri-
nin tanimlanmasinda duyarliigi %94-100, 6zgulligu ise %99-100 olarak bildiriimekte-
dir®27. CAC besiyeri ile C.glabrata’yr tanimlamada guvenilir sonuclar elde ettiklerini bil-
diren arastirmacilar bulunmakla beraber, bazi arastiricilar daha az izole edilen bazi tirle-
rin ayirminda guglukler yasandigini bildirmislerdir®27:28, Calismamizda bu besiyeri ile
24-36 saat icinde, C.albicans ve C.tropicalis izolatlarinin tamami kolaylikla tanimlanmus;
ayrica 10 (%13) C.glabrata susunun tamami gerek saf olarak gerekse coklu tiremelerin
bir parcasi oldugunda zamanla koyu menekse rengine doniisen pembe mor kolonileri ile
diger tirlerden kolaylikla ayirt edilebilmistir®. Nadiren izole edilen diger Candida turleri-
nin cogu ve C.parapsilosis suslart CAC besiyerinde konveks, krem gibi, pembenin cesitli
tonlarindan agik mora ve fildisi rengine kadar degisebilen renklerde birbirinden ayirt edi-
lemeyen koloniler olusturmaktadir®. Bu calismada, cogu daha sonra C.parapsilosis olarak
tanimlanan 18 sus CAC besiyeri ile tir diizeyinde tanimlanamadigindan ek yontemlere
gereksinim duyulmustur.

Coklu etkene bagli kandidemi sikligi %3-10 arasinda degismekte olup, polimikrobiyal
enfeksiyonlarda antifungal tedavinin genis spektrumlu olmasi hayati 6nem tasimakta-
dir?”-22. CAC besiyeri polimikrobiyal tiremeyi erken dénemde saptayabildiginden bu
amagla tarama testi seklinde kullanimi kabul gérmiistiir®2”. CAC besiyeri ile ilgili bulgu-
larimiz, tir tanimlamasinda C.albicans icin germ tip testinden (sirasiyla %100 ve
%85.7), C.tropicalis icin APl ID 32C testinden (sirastyla %100 ve %92.8) daha duyarl ol-
dugunu ve daha kolay uygulanabildigini gostermektedir. Ayrica yontem, C.glabrata ve
C.krusei tanisinda da etkin olarak kullanilabilmektedir. Calismamizda kullandigimiz PCR
temelli yontemler polimikrobiyal etkenleri saptamada yetersiz kaldigindan'2 CAC besi-
yerinin ¢oklu tremeleri kolayca saptayabilmesi yontemin diger bir avantaji olarak deger-
lendirilmistir. Diger taraftan CAC besiyerinde kolonilerin renk ve morfolojik goriiniimle-
rine gore tam olarak adlandirlamayan Candida tiirlerinin tanimlanmasinda APl ID 32C
sisteminden yararlanilabilecegi distincesindeyiz.

Candida tirlerinin hizli tanisi icin gelistirilen ticari sistemlerden olan API ID 32C,
60’dan fazla maya turinu guvenilir bir sekilde tanimlayabildigi icin cogu arastirici tara-
findan kullanilmaktadir. Ancak bu ve benzeri yontemlerin tanida yetersiz kaldigi durum-
lar da vardir?®. Calismamizda, testin duyarliigi %95.8 olarak bulunurken en iyi sonuclar
48. saatte elde edilmig, bu strenin kisa veya daha uzun olmasinin sonuglari olumsuz et-
kiledigi gozlemlenmistir.

Gunumiizde Candida tirlerinin hizli tanisina yonelik PCR temelli yontemler de gelisti-
rilmistir3C. Fujita ve arkadaslarn'2, hem ITS1 hem de ITS2 bolgelerini PCR ile cogaltarak
30 maya turlne ait 29 farkh patern rapor etmislerdir. Ancak bu yontemin C.albicans ve
C.dubliniensis turlerini ayirt edememesi ve karigik florasi olan klinik 6rneklerden mantar-
larin direkt tanisinda bazi sorunlarin olmasi en 6nemli dezavantajlar olarak degerlendiril-
mistir. PCR ile elde edilen uriinlerin cesitli restriksiyon enzimleri ile kesilmesi ya da dizi
analizi, tir diizeyinde tanimlama amaciyla kullanilabilir; ancak kesin sonuca iki basamak-
ta ulagilabilmesi maliyeti daha da artirmaktadir' %1213,
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Sonug olarak, germ tiip testi erken donemde sonug vermesi nedeniyle 6nemini koru-
maktadir. Tek baslarina kullanildiklarinda bazi eksik yonleri olan CAC besiyeri ve API ID
32C sistemi, birlikte kullanildiginda molekiiler test sonuclari ile %100 uyumlu sonug ver-
mektedir. Oncelikle CAC besiyeri ve daha sonra (gerekirse) APl ID 32C sisteminin kulla-
nilmasiyla maliyet 6nemli dlclide azalmaktadir (Tablo II). Bu calismada, fenotipik yon-
temlerle elde edilen sonuglarin dogrulanmasinda kullandigimiz molekiiler yontemler
yuksek maliyetli olup rutinde uygulamalari efektif bulunmamistir (Tablo II). Hastalarin
hastanede yatis suresi ve tedavileri sirasinda uygulanan tanisal amach testlerin maliyet-
etkinlik durumlar dikkate alindiginda, molekiler yontemlerin &zellikle epidemiyolojik
arastirmalarda ve dogrudan klinik 6rneklerde etkeni saptayabilen standardize edilmig
yontemler gelistirildiginde tercih edilebilir olduklarini diiginmekteyiz. Glinimtizde fun-
gal (kandida) enfeksiyonlarin tanisina yonelik olarak gelistirilen molekiiler ticari sistemle-
rin halen arastirma asamasinda oldugu ve heniiz tam anlami ile standardize edilmemis
olduklari da g6z onlinde bulundurulmalidir.
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