T.C.

NECMETTIN ERBAKAN UNiVERSITESI

SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

MATRIKS ARACILI LAZER DEZORBSiYON iYONiZASYON
UCUS ZAMANI KUTLE SPEKTROMETRESI (MALDI-TOF MS)
ILE TIBBI ONEMI OLAN MAYA MANTARLARININ
TANIMLANMASI

DUDU CUHADAR

YUKSEK LiSANS TEZIi

TIBBIi MIKROBIYOLOJi ANABILIM DALI

TEZ DANISMANI

Doc. Dr. Bahadir FEYZIOGLU

Konya-2019



T.C.

NECMETTIN ERBAKAN UNiVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

MATRIKS ARACILI LAZER DEZORBSIYON iYONIZASYON
UCUS ZAMANI KUTLE SPEKTROMETRESI (MALDI-TOF MS)
ILE TIBBI ONEMI OLAN MAYA MANTARLARININ
TANIMLANMASI

DUDU CUHADAR

YUKSEK LiSANS TEZi

TIBBI MiKROBIYOLOJi ANABILIM DALI

TEZ DANISMANI

Doc. Dr. Bahadir FEYZIOGLU

Konya-2019



TEZ ONAY SAYFASI

Necmettin Erbakan Universitesi Saghk Bilimleri EnstitiisiiTibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Yiiksek Lisans Ogrencisi Dudu CUHADAR’ in “Matriks Aracih Lazer
Dezorbsiyoniyonizasyon Ucus Zamam Kiitle Spektrometrisi (MALDI-TOF MS) ile
Tibbi Onemi Olan Maya Mantarlarimn Tanimlanmas:” baghkli tezi tarafimizdan
incelenmis; amag, kapsam ve kalite yoniinden Yiiksek Lisans/Doktora Tezi olarak kabul
edilmistir.

Konya/ 14.06.2019

Necmettin Jrbakan WUniversitesi

Temel Bilimler Boliimii

o Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali ;

Neefhettin Erbakan Universitesi B.A.LBU Tip Fak.
Meram Tip Fakiiltesi Tx/bbi“’ﬂ;fi—krobiyoloji Anabilim Dali
Temel Bilimler Bslimii // P /
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali T et

¢

Yukaridaki tez, Necmettin Erbakan Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti Yonetim

Kurulunun /6.0%/2019 tarih ve (S /OFsay1li karar1 ile onaylanmustir.

Prof. Dr. Kismet Esra NURULLAHOGLU ATALIK

Enstitii Miidiirii

it




APPROVAL

“

Wecertifythatwehavereadthisdissertationentitled“Identification of  Yeasts

with

Medical Importance by Matrix-Mediated Laser Discharge Ionization Flight Time Mass

Spectrometry (MALDI-TOF MS)”byDudu CUHADAR that in ouropinion

it

is

fullyadequate, in scopeandquality, as dissertationforthedegree of Master of Science in

theDepartment of MedicinalMicrobiology, Institute of HealthSciences, University of

Necmettin Erbakan

Konya, Turkey/ 14.06.2019

) Meram Tip Fakiiltesi
Temel Bilimler Boliimii

Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali

Prof, e

fettin Erbakan Universitesi J y%&./I.B.U. Tip Fak.

Meram Tip Fakiiltesi : ~Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
, e

Temel Bilimler Boliimii

T1bbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali

Thisthesis has approvedfortheUniversity of Necmettin Erbakan

Prof. Dr. Kismet Esra NURULLAHOGLU ATALIK

HealthSciences.

Director of Institute of HealthSciences

Institute

Prof.Dr. Muhamzf@ KURTOGLU

of

il -




BEYANAT

Bu tezin tamaminin kendi ¢aligmam oldugunu, planlanmasindan yazimina
kadar hicbir asamasinda etik dig1 davranigimin olmadigini, tezdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar i¢cinde elde ettigimi, tez ¢alismasiyla elde edilmeyen biitiin
bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklari kaynaklar listesine
aldigimi, tez caligmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir

davranigimin olmadigini beyan ederim.

10.05.2019

DUDU CUHADAR




14.06.2019 ~ Turnitin

ol I

Calendar
Discussion

Ereferences

About this page

This is your assignment inbox. To view a paper, select the paper's title. To view a Similarity Report, select the paper's Similarity Report icon in the
similarity column. A ghosted icon indicates that the Similarity Report has not yet been generated.

Dudu Cuhadar
Inbox | Now Viewing: new papers ¥

Submit File Online Grading Report | Edit assignment settings | Email non-submitters

Delete Download move to...

student

Author Title Similarity = web  publication o Grade response File Paper ID Date
Dudu Guhadar
Dud 16% download
S Y.Lisans Tez S0 8% 5% 1% " = OWNoad 1128207020 10-May-2019
Guhadar 16% o paper
Kaynaksiz ——
~ £.0. Meram TIp
, . krb“'{,’O\Ol“_A'

https://www.turnitin.com/t_inbox.asp?r=69.9026545537631&svr=328&lang=en_us&aid=79918205 * 1




TESEKKUR

Necmettin  Erbakan Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dalr’ na bagli Mikoloji Laboratuvarinda yaptigim “Matriks Aracili Lazer
Dezorbsiyon Iyonizasyon Ugus Zamani Kiitle Spektrometrisi (MALDI-TOF MS) ile
Tibbi Onemi Olan Maya Mantarlarinin Tanimlanmas1” konulu tez ¢alismanin her
asamasinda bilgi ve goriisleriyle benden yardimini esirgemeyen danismanim, degerli
hocam Saymn Dog. Dr. Bahadir FEYZIOGLU’ na, bdliimiin diger kiymetli
hocalarindan Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Baskani Prof. Dr. Mahmut
BAYKAN’ a Sayin Prof. Dr. Mehmet OZDEMIR’ e, Dog. Dr. Metin DOGAN” a,
Ogr. Uyesi Dr. Fatma ESENKAYA TASBENT’ e, Necmettin Erbakan Universitesi
Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvar: ¢alisanlarina, yiiksek lisans siirecinde bana 1ilgi ve

destegini esirgemeyen ailem ve arkadaslarima tesekkiir ederim.
Dudu CUHADAR

Konya/2019

Vi



ICINDEKILER

LG KAPAK. .. e e i
TEZ ONAY SAYFASI. . 1ot eeteet e e et et et e e e et et e e e e ii
TezZ DEYAN SAYTASI. ..\t \Y
INENAI RAPOIU. .. c.v e et e e e e e e e e e e e e s v
T SEKKUE SAYTASI. .. v vee et et et e e e e e e e e e e e Vi

(o1 Ta o[ ] Y U PURPPURRRRRORA Y/ ||

SEKITEE LISTESH ..t e ittt et e e e st e e e e st e e e s s bre e e e e aaneeeeaans X
TADIOTAN LESTESI. ....eeeeee it Xi
KISAIIMAIAT ... Xii
OZBL .ottt Xiv
ADSEFACT. ... e Xvi
L.GIRIS VE AIMAGC ...ttt 1
2.GENEL BILGILER. ..ottt 3
0 I - g | ot USSR 3
2.2. Mantarlarin Genel OzeIlKIEri .............c.coeviviiiiiiiiiceece e 4
2.3, TAKSONMOMIL ...ttt 4
2.4. Morfolojik Yapzlar: ve Ureme SeKilleri...........c.coovoveviveviievereieeccceeeeeeeeeeeeas 5
2.5. Candida HUCIESEl YAPI .....vveeiiiiieiiiee e 7
2.5.1. HUCKE SITOPIAZMASE ...eeiviiie e 7
2.5.2. HUCIE MEMDIANT......oiiiiiiiieiice s 7
2.5.3. Hiicre Duvarz ve Antijenik OzellKIEri...........c.ccovveveevieerieee e, 7
3. PATOGENEZ ve VIRULANS FAKTORLER ........cccoceieeeeeeeceeeeee e 8
3.1 PAIOQENEZ ...ttt a e 8
3.2, VIrulans FaKLOTIEIT .......ovuviiiiiiiie s 9
3.2.1. AdNErens (TULUNMA) .....uviiiieeieeiiie ettt 10
3.2 2. ENZIMIBK ... 10

vii



3.2 3 TOKSINIOE e ettt 11

32,4, BIYOFIIM. ... 12
3.2.5. DIMOITIZIM ..o 12
3.2.6. FENOLIPIK DEGISIM ...vviiviiiiiie ittt 13
3.2.7. Siderofor UretiMi.........cccooviiiiiiicicicicicieceeeee st 14
4, EPIDEMIYOLOIL ...t 14
B. CANDIDA ...ttt 15
5.1. Tzbbi Onemi Olan Candida TUFIENT ...........cccocveeiieieieieieeee e 15
6. CANDIDA ENFEKSTYONLARI (KANDIDIYAZ) ......ccooviveiieieeeee, 20
6.1. YUzeYel KaANAIAIYAZ ......coeiiieeiiieeiiiee ettt 20
6.2. SiStemik KanAIdIYaAzZ .........ccoiiiuiiieiiiiiie e 21
7. ORNEKLERIN ALINMASI TASINMASI, SAKLANMASI  ve
LABORATUVAR TANI YONTEMLERL.........cccooiii e 26
7.1. Orneklerin Alznmas: Tasinmas: Ve SaKIanmast ............ccveeveveeeeeeeeveeese e, 26
7.2. Laboratuvar Tanz YONtEMIETT .........ccoviiiiiiiiiiicee e 26
7.2.1. Orneklerin Direkt /NCEIBNMESI............ovviviviveriiiiieicieiee e 26
7.2, 2. KUITUE .ottt e et e e et e e et e e entaeeetaeeeneeeenneeans 28
7.2.3. Candida’ larin JdentifikaSyonu ...........ccccceeeeeieveieieiiriieieee e 29
7.2.3.1. Cimlenme Borusu (Germ TUP) TeSH ...c.vveiviiiieiieiiiereeee e 29
7.2.3.2. Musirunlu Tween 80 Agar Besiyerinde Morfolojik Gorunim....................... 30
7.2.3.3. Karbonhidrat ASIMilasyon TeSti ........c..ceeeiiiiieeiiiiiie e 31
7.2.3.4. Nitrat ASIMIlasyOn TES ......ccoiiuuiiiiiiiiiie et 31
7.2.3.5. Karbonhidrat Fermantasyon TeSti.........ccccveeiiieeiiiie i 31
7.2.3.6. UIEAZ TSt 1.vuvvivcveeciicicies ettt sttt 32
7.2.3.7. Hizli Tanimlama TeSEIErT ........oovviiiiiiicee s 32
7.2.3.8. Kromojenik BeSIYErIeri.......c.cooviiiiiiiieiiiiie e 32
7.2.3.9. MALDI-TOF MBS ...ttt 32

viii



7.2.4. KOItGr Dasz Tanz YONTEMIEKT ....cocvvveeiiiiiiee e 35

7.2.4.1. Serolojik YONTEMIEK .......ccuvviiiiie e 35
7.2.4.2. MOIEKUIBE TANI......viiiiiiiieiiie et 36
8. MATERYAL VE YONTEM ....ocoiiiiiiiiiitceeeeeeeeee et 38
8.1. Candida Turlerinin Tanzmlamas:nda Kullan:lan Yontemler........................ 39
8.1.1. VITEK-2 Compact System /le identifikasyon.............cccuveveeuievneinernennnnns 39
8.1.2. MALDI-TOF MS Yontemi fle fdentifikasyon................ccoeeeeieiicnnnn, 42
0. BULGULAR. ...ttt e e e nnnneas 42
10. TARTISMA VE SONUC ... .oiiiiiiiiiiee et 45
11 KAYNAKLAR ottt nr e e s ssbe e s s snnnae e o4
12. OZGECMIS VE EKLER.......ociivieecietetee e ee s ee st an s st as s naan s 62



SEKILLER LISTESI

Resim 1.Mantar hiicresinin mikroskopik gortntma.............oooviiiiiiii i e, 8
Resim 2.MALDI-TOF MS CINAZI.........coiieii i e e e e e e 36
Resim 3.VITEK-2 Compact CINazi..........c.coviei i e e e 40
Resim 4.VITEK-2 Compact System calisma yontemi............cccvee e viviiiennnnn. 41
Resim 5.MALDI-TOF MS System galisma yontemi.............oovevvvevevinneninenn. 42



TABLOLAR LiSTESI

Tablo 1.Hastalarin yas ve cinsiyet dagilimi...............oooviiiiiiiiiiii i, 43

Tablo 2.izole edilen 6rneklerin geldigi servislere gore dagilimi....................... 44

Tablo 3.Hastalardan alinan 6rneklere gore tiirlerin dagilimi ve karsilastirilmasi....45

Xi



KISALTMALAR
ABD: Amerika Birlesik Devletleri

AIDS: Acquired Immune Deficiency Syndrome
BHI: Beyin kalp inflizyon agar

BOS: Beyin Omurilik Stvist

BT: Bilgisayarli Tomografi

CDC: Center for Diseases Control and Prevention
CFU: Colony Forming Unit

CO2: Karbondioksit

DM: Diabetes Mellitus

DNA: Deoksiribo Niikleik Asit

EIA: Enzim immiinoassay

EMB: Eosin Methylene Blue

EORTC/MSG: Avrupa Kanser Invazif Fungal Enfeksiyon Kooperatif
Grubu-Ulusal Alerji ve Bulasici Hastaliklar Mikrobiyoloji Calisma Grubu

FA: Formik asit

HIV: Human Immunodeficiency Virus
IFA: Indirekt Floresan Antikor

KOH: Potasyum hidroksit

Kv: Kilovat

MALDI-TOF MS: Matrix-assisted laser desorption/ionization- Time of
Flight-Mass Spectrophotometry

MR: Manyetik Rezonans

NNIS: National Nosocomial Infection Surveillance
PAMP: Pathogen associated molecular pattern
PAS: Periyodik asit schiff

PCR: Polymerase Chain Reaction

Xii



Ph: Power of Hydrogen

PNA-FISH: Peptide Nucleic Acid Fluorescence In Situ Hybridization
PRR: Patern recognition receptor

PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu

rRNA: Ribozomal riboniikleik asit

RIA: Radyoimmiinoassay

RiA: Rahim ici arac

SABHI: Sabouraud beyin kalp inflizyon agar

SAP: Salgisal Asit Proteaz

SARAMIS: Spektral Arsiv ve Mikrobiyal Tanimlama Sistemi
SDA: Saboraud Dekstroz Agar

USG: Ultrasonografi

UV: Ultra viyole

WO-1: White-opaque

xiii



OZET
T.C.

NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Matriks Aracih Lazer Dezorbsiyon Iyonizasyon Ugus Zamam Kiitle Spektrometresi

(Mald1-Tof Ms) ile Tibbi Onemi Olan Maya Mantarlarinin Tanimlanmasi

Dudu CUHADAR
TIBBI MIKROBIYOLOJI Anabilim Dal1

YUKSEK LISANS TEZI/KONYA-2019

Mantar etkenleri sindirim, solunum ve {lirogenital sistemi basta olmak iizere
normal flora iiyesi olarak veya bir kolonizasyon unsuru olarak, insan ve hayvanlarin
mukoza ve derisinde yaygin olarak bulunurlar. Ote yandan, direkt patojen olarak
veya g¢evresel ve bireysel kosullarin organizmanin aleyhine degistigi durumlarda
firsatc1 patojen olarak, hafif enfeksiyondan sistemik agir enfeksiyonlara kadar
degisebilen durumlara yol acabilirler. Ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmus
hastalarda yiiksek morbidite ve mortaliteye yol agtig1 i¢in bu mantar enfeksiyonlarina
sebep olan tiirlerinin erken ve giivenilir tanimlanmasi1 énemlidir. Boylece, uygun ve
zamaninda yapilmis antifungal tedavi ile morbidite ve mortalite oranlar1 en aza

indirilebilmektedir.

Mantar tiirlerinin tanimlanmasi i¢in ge¢misten glinlimiize klinik mikoloji
laboratuarlarinda ¢esitli yontemler kullanilmistir. Bu klasik yontemlere ilave olarak
son yillarda kimyasal spektroskopi ve kiitle analizi yontemleri kullanilmaya
baslanmustir. Ozellikle, Matrix-assisted laser desorption/ionization- Time of Flight-
Mass Spectrophotometry (MALDI-TOF MS) tabanli sistem, mantar tiirlerinin rutin
tanimlanmasi i¢in ilging bir alternatif olmustur. Aslinda ¢ok yeni sayilmayacak bu
yontemin mikroorganizma tanimlanmasinda kullanimi yeni bir trend olusturmustur.
Bakteriyel tanimlamada ¢ok sayida calisma ve basarili sonuglarin ardindan fungal

tanimlama igin de benzer yaklasimlar olusmaya baglamstir.
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Aragtirmamizda, klinik mikoloji laboratuarlarimin tanmi1 algoritmasinda
MALDI-TOF MS kullannominin belirlenmesini amacgladik. Rutin tanimlamanin bir
pargasi olarak, kullanim1 standardize edilmis onayli ticari bir sistem olan VITEK-2
sistem ile MALDI-TOF MS sistemini es zamanli olarak tanimlama performanslarini
belirledik. Bu ¢alismada, Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
Hastanesi Laboratuvarina gonderilen klinik 6rneklerden elde edilen, 158 Candida

spp. izolat1 kullanildi.

VITEK-2 ile yapilan tiir tanimlamasinda izolatlarin 83 (%52.6)' ii C.albicans,
27 (%17.1) si C.glabrata, 21 (%13.2)' 1 C.parapisilosis, 9 (%5.7)' u C.kefyr, 9
(%5.7) u C.krusei, 7 (%4.4)" si C.tropicalis, 2 (%]1.3)' si C.dubliniensis olarak
tanimlandi. MALDI-TOF MS ile ise 77 (%48.7)' si C.albicans, 28 (%17.8)" i
C.glabrata, 20 (%12.7)" si C.parapisilosis, 11 (%6.9)' 1 C.kefyr, 11 (%6.9)' 1 C.krusei,
8 (%5.1)' 1 C.tropicalis, 2 (%1.3)' si C.dubliniensis, 1 (%0.6)’ 1 C.membranifaciens

olarak tanimlandi.

Aragtirmamizin  sonucunda; iki sistem benzer tanimlama performansi
sergilemistir. Candida tiirlerinin tanimlamasinda tatmin edici sonuclar elde ettigimiz
MALDI-TOF MS sistemi, kisa calisma siiresi ve diisiik sarf maliyeti ile onemli
avantajlar sunmustur. Cihaz, program ve bakim/degisim maliyetlerinin makul
seviyelere inmesi durumunda, klinik mikoloji laboratuarlarinin tani1 algoritmasinda

MALDI-TOF MS kullaniminin yayginlasacagi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Candida spp; MALDI-TOF MS; VITEK-2
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ABSTRACT

REPUCLIC of TURKEY

NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
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Identification of Yeasts with Medical Importance by Matrix-Mediated Laser Discharge
Ionization Flight Time Mass Spectrometry (Maldi-Tof Ms)

Dudu CUHADAR
DEPARTMENT OF MEDICAL MICROBIOLOGY

M.Sc. THESIS / KONYA-2019

Fungal agents are commonly found in digestive, respiratory and urogenital
systems, as members of normal flora or as an element of colonization, in the mucosa
and skin of humans and animals. On the other hand, as a direct pathogen or as an
opportunistic pathogen when environmental and individual conditions change against
the organism, they can lead to conditions ranging from mild infection to systemic

severe infections.

Early and reliable identification of the species that cause these fungal
infections is important, especially since it leads to high morbidity and mortality in
immunocompromised patients. Thus, morbidity and mortality rates can be minimized
by appropriate and timely antifungal therapy. Various methods have been used in
clinical mycology laboratories from past to present for identification of fungal
species. In addition to these classical methods, chemical spectroscopy and mass
analysis methods have been used in recent years. In particular, the Matrix-assisted
laser desorption / Ionization-Time of Flight-Mass Spectrophotometry (MALDI-TOF
MS) based system has been an interesting alternative to the routine identification of
fungal species. In fact, this method is not considered very new in the definition of
microorganisms but it has created a new trend. After several studies and successful
results in bacterial identification, similar approaches have begun for fungal
identification. In our study, we aimed to determine the use of MALDI-TOF MS in

the diagnostic algorithm of clinical mycology laboratories. We have simultaneously
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identified the performance of the VITEK-2 system, which is a standardized
commercialized system for use as part of the routine identification, and the MALDI-

TOF MS system.

In this study, 158 Candida spp. obtained from clinical samples sent to
Necmettin Erbakan University Meram Medical Faculty Hospital Laboratory isolate
was used. In VITEK-2 identification, 83 (52.6%) of the isolates were C.albicans, 27
(17.1%) were C.glabrata, 21 (13.2%) were C.parapisilosis, 9 (5.7%) were C.kefyr, 9
(5.7%) were  C.crusei, 7 (4.4%) C.tropicalis, 2 (1.3%) were defined as
C.dubliniensis. In MALDI-TOF MS, 77 (48.7%) were C.albicans, 28 (17.8%) were
C.glabrata, 20 (12.7%) were C.parapisilosis, 11 (6.9%) were C.kefyr, 11 (6.9%)
were C. krusei, 8 (5.1%) were C.tropicalis, 2 (1.3%) were C.dubliniensis and 1
(0.6%) was defined as C.membranifaciens. As a result of our research; the two
systems exhibited similar identification performance. The MALDI-TOF MS system,
where we obtained satisfactory results in the identification of the Candida species,
provided significant advantages with short operating time and low consumption cost.
We believe that the use of MALDI-TOF MS in the diagnostic algorithm of clinical
mycology laboratories will become more widespread if device, program and

maintenance / exchange costs decrease to reasonable levels.

Key Words: Candida spp; MALDI-TOF MS; VITEK-2
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1. GIRIS ve AMAC

Simdiye kadar yaklasik 100.000 mantar tiirii tanimlanmis olup bunlarin 250-
300 kadarinin insanlarda hastalik olusturdugu tespit edilmistir. Daha Onceleri
tanimlanip kontaminasyon olarak kabul edilen tiirlerin, uygun kosullarda patojen
olabilecekleri kabul edilmistir. Mantarlar, bir yandan deri de yapmis oldugu
enfeksiyonlarla goriintii bozuklugu nedeniyle insanlarda yasam kalitesini diistiriirken,
bir yandan da immiin sistemi zayiflamis hastalarda oliime kadar ilerleyebilen
sistemik enfeksiyonlar olusturmaktadir ve bu nedenlerden dolay1 her gegen giin

onem kazanmaktadir (Yiicel 2002, Pfaller ve ark. 2014).

Mantar etkeni tiirler sindirim, solunum ve iirogenital sistemi basta olmak
lizere normal flora iiyesi olarak veya bir kolonizasyon unsuru olarak, insan ve
hayvanlarin mukoza ve derisinde yaygin olarak bulunurlar. Bu mantarlardan olan
Candida’ lar dogada yaygin bulunmaktadirlar ve yaklasik 200 tiir icermektedirler.
Ayni zamanda Candida’ lar mantar enfeksiyonlarina neden olan en 6nemli tiirler

olarak bilinmektedirler (Pfaller ve ark. 2014).

C. albicans ise en sik tespit edilen, en 6nemli enfeksiyon etkeni olan tiirdiir.
Son yillarda, en 6nemli patojenik Candida tiirlerinin ( C. albicans, C. parapsilosis
ve C. glabrata) taksonomisi, yakin iliskili yeni tiirlerin ortaya c¢ikmasi sebebiyle
biiylik degisikliklere ugramistir. Bundan dolay1 da taninmasi zor tiir ¢esitleri ortaya
cikmigtir. Bu yeni tiirlerin tanimi klinik olarak anlamli gériinmektedir, ¢iinkii bunlar
virulans ve ila¢ direncinde farklilik gdsterebilirler. (Winn ve ark. 2006; Criseo ve

ark. 2015) .

Ancak Candida enfeksiyonlarinin her gecen giin artmasina karsin bu
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecek antifungal ajan sayis1 yetersiz kaldigi
goriilmektedir. Cesitli Candida tiirlerinin antifungal ilaglara duyarli veya direngli
olmasi goz oniinde bulundurularak, bu Candida’ larin tiir tanimindan sonra tedavinin

diizenlenmesi 6nerilmektedir (Segal ve Elad 2005, Criseo ve ark. 2015).

Giliniimiizde HIV enfeksiyonu, solid organ veya hematopoetik kok hiicre
nakli, hematolojik maligniteler ve immiin supresyona neden olan hastaliklarin 6ne
cikmasiyla invaziv mantar enfeksiyonlara duyarli popiilasyon sayisi her gecen giin
artmaktadir (Siitcli ve Salman 2016). Boylece Candida enfeksiyonuna yakalanan

hastalara en kisa zaman diliminde ve kesin tani (tiir bazinda) konulmasi, bunun

1



beraberinde uygulanacak uygun bir antifungal tedavi, iyilesmede basariin oniinii
acacaktir. Bu ylizden patojenik tiirlerin hizli ve giivenilir bir sekilde identifikasyonu,
ozellikle de antifungallerin duyarlilifinin tiirle iligkili olmasi nedeniyle oldukca

onemlidir (Criseo ve ark. 2015)

Gegmiste, bazi Candida tiirlerini tanimlamak i¢in farkli ticari kitler ve
otomatize sistemler iiretilmis, bazi tiirlerin tanimlanabilmesi i¢in de molekiiler
yontemlere gerek duyulmustur. Gittik¢e artan Candida tiirlerini tanimlamak amaciyla
ge¢misten giiniimiize kadar bazi testler ya tek basina ya da tanida basariy1 yakalamak
amaciyla birlikte uygulanmaktadir. Fakat bu yontemlerle mantar tiirleri 2 giin ila
birka¢ hafta gibi bir siirede tanimlanmustir (Sullivan ve ark. 1996, Iriart ve ark.

2012).

Son zamanlarda bu klasik yontemlere ilaveten kimyasal spektroskopi ve kiitle
analizi yontemleri kullanilmaya baglanmistir. “Matrix assisted laser desorption
ionization- time of Flight -Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS)” kiitle
spektrometri yontemi son sistem teknoloji olarak bilinmektedir. Bakteriyolojiden
daha az oranda olsa da MALDI-TOF MS yontemi, yakin zaman Once tanisal mikoloji

is akiginda devrim yaratmistir (Wieser ve ark. 2012; Posteraro ve ark. 2013).

Bu tez calismamizda amag; hastanemizde yatan hastalarda enfeksiyon etkeni
olan invaziv Candida izolatlarin1 hizli ve dogru bir sekilde tiir diizeyinde VITEK-2
ve MALDI-TOF MS yontemleri ile ¢alistiktan sonra cihazlarin tiir tanimlamadaki

performanslarinin karsilastirilmasidir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Tarihge

Mikoloji  sozciigii Yunanca sapkali mantar anlamimna gelen mykes
kelimesinden gelmektedir. ilk caglardan beri mantarlarin gesitli hastaliklara neden
olabilecegi diigliniilmiistiir. En onemli tiir olan Candida’ lara ait ilk bilgilerin
Hipokrates ve Galen’ e kadar uzandigi kaynaklarda goriilmektedir. Ancak diger
alanlarda da oldugu gibi mantarlarla ilgili esash bilgiler 19. yiizyilda toplanmaya
baslanmistir. Candida’ larin neden oldugu hastaliklarla ilgili bilinen ilk bulgular,
M.O. 4.yiizyila Istankdy'li Hipokrat' in (Hippocrates) Epidemics kitabinda yer
almaktadir. Bu kaynakta bahsedilene benzer nitelikte iki hastada ortaya ¢ikan oral
kandidiyaz vakasim1 (pamukcuk) 1665’ de Galen ve Peppy tamimlamigtir. 1771
yilinda ise Rosenstein ve Rosens oral kandidiyazisin yenidogan bebeklerde
olusabilen bir hastalik oldugunu ileri siirmiislerdir (Kiraz 1996; Willinger ve ark.
2014). Veron ise 1835' te ilk kez 6zofagus kandidiyazini tarifleyerek bu hastaligin
yenidogan bebeklere dogum esnasinda gectigini One slirmiistiir. 1843’ de bu
organizmay1 Oidium albicans olarak isimlendiren Charles Robin, iiretmeyi de
basarmustir. Ayrica 1890°da Zopf tarafindan 6nerilen Monilia albicans ismi ile 1923
yilinda Berkhout tarafindan 6nerilen Candida albicans ismi ile ayni mantar i¢in 100’
den fazla es anlamli isim kullamlmistir. Kisacasi, Candida albicans’ 1
adlandirilmasindaki slire¢ hem karmasik hem uzun siirmiistiir. Berkhout tarafindan
onerilen Candida albicans ismi 1954’ de Paris’de diizenlenen sekizinci Botanik

Kongresi’ nde kabul gormiistiir (Unat 1995; Yiicel 1999).

Langanbek 1839 yilinda oral lezyonlu bir hastadan mayay1 liretmis. Bennett,
1844 yilinda balgamda, Wilkinson ise 1849' da vulvavajinal kandidiyaziste etkeni
gostermistir (Winn ve ark. 2006). Robin 1853 de Candida albicans’ 1 pamukguklu
hastalarin lezyonlarinda incelemis, 1861'de Zenker, sistemik kandidiyaz olgusu
bildirmistir. Castellani 1. Diinya Savasi sirasinda patojen mayalar1 arastirmig ve C.

guilliermondii, C. krusei, C. tropicalis tlirlerini tarif etmistir (Yiicel 1999).

1950 1i yillarda enfeksiyonlarin ortaya c¢ikmasini Onlenmek icin 0Ozel
organizasyonlarin olmas1 gerektigi vurgulanmistir. Ancak ilk komiteler Ingiltere ve
ABD' de 1970’ li yillarda olusturulmustur. Center for Diseases Control and

Prevention (CDC) ve National Nosocomial Infection Surveillance (NNIS), hastane



enfeksiyonlari ile ilgili ulusal ¢apta veri hazirlamaya yonelik olarak gelistirilen oncii
organizasyonlardir. Bu verilerle, 20. yy. baglarinda Candida’ larin bir¢ok organda
hastaliklara sebep oldugu gosterilmistir. Candida enfeksiyonlarmin ge¢misine
bakildiginda diger birgok hastalikta oldugu gibi klinik tanimlamanin 6n planda
aldigi, etkene yoOnelik tanimlamanin ise ¢ok sonradan oturtuldugu gorilmiistiir

(Yiicel 2002; Edwards 2010).
2.2.Mantarlarin Genel Ozellikleri

Mantarlar1 ve mantar hastaliklarin1 inceleyen bilim dali mikoloji olarak
bilinmektedir. Mantarlarin olusturdugu enfeksiyonlara ise mikoz denir. Mantarlar,
Mantarlar Alemi (Kingdom Fungi) olarak bir alemde siniflandirilirlar. Mantarlar
Okaryotik organizmalardir. Fakat glukan ve kitinden olusan sert bir hiicre duvarina,
ana sterol igerigi olarak kolestrol yerine ergosteroliin bulundugu bir hiicre zarina

sahip olmalar1 nedeni ile diger okaryotlardan farklidirlar.

Cevresel Orneklerde mantarlara oldukca sik rastlanmaktadir. Gida
maddelerinin {izerindeki kiifler bunun tipik bir Ornegidir. Esas amaci organik
materyalleri parcalamak olan ve her an her yerde bulunabilen bir organizma grubunu
temsil eden mantar tirleri endiistriyel amaclh olarak da kullanilabilen
mikroorganizmalardir. Nemli ortamda ve bakterilerin aksine genellikle asidik
ortamlarda iiremeyi severler. Organik madde gereksinimlerini saprofitik, simbiyotik,
kommensal ve parazitik olarak saglayan heterotrof tiirlerdir. Tekli veya c¢oklu

hiicreler seklinde organize olabilmektedirler.

Sekstiel ve/veya asekstiel olarak iireyebilme 6zelliklerine sahiptirler. Bazilari
fakiiltatif anaerob ve bazilar1 da zorunlu anaerob olmakla birlikte mantarlarin ¢ogu
aerobik solunum yapmaktadir. Mantarlar, morfolojik yapilarina gore kiif ve maya
olmak {tizere iki temel grupta incelenirler. Bazi mantarlar ise insan viicut 1sisinda
maya, dogal ortamlarda ise kiif seklindedir. Istya bagli olarak yapi degisikligi
gbsteren bu mantarlar termal dimorfik mantarlar olarak adlandirilir (Kiraz 1996; inci

1999).
2.3. Taksonomi

Taksonomi; diinya iizerinde yasayan organizmalarin degisik etkenlere gore
siniflandirilmasi ve elde edilen bilgilerle kategorilere ayrilarak isimlendirilmesidir.

Taksonomi, bilim diinyasinda smiflandirma olarak da tanimlanmaktadir (Inci 1999).



Taksonomisi yapilan mantarlar binominal sisteme (ikili adlandirma) gore iki sozciik
halinde yazilirlar. Binomial sistemde ilk isim cins (genus), ikinci isim ise tiir
(species) adi olup canlilarin siniflandirilmasinda biiyiik kolaylik saglamistir. Ayrica
taksonomi de bazi ekler alarak (BoOliim:-mycota, Alt boliim:-mycotina, Smif :-
mycetes, Alt sinif: -mycetidae, Takim:- ales, Alt takim:-ineae, Aile: -aceae, Alt aile:-

oideae) isimlendirilirler (Inci 1999; Hazen ve Howell 2003).

Mantarlarin eseyli formdaki spor olusturmalar1 ve bunlarin iireme sekilleri
taksonomik siralamada temel alimmaktadir. Ayrica ge¢miste aseksiiel formdaki
(anamorf) mantarlarin tanimlanmasinda kullanilan Deuteromycota adli yapay
siniflandirma giinlimiizde kullanilmamaktadir. Bazi mantarlarin seksiiel seklinin
(telemorf) yapilariin yoklugunda bile anamorf yapilarina gore siniflandirmak
miimkiin olmustur (C.kefyr’ in telemorfu Kluyveromyces Marxianus, C.famata’ nin
telemorfu Debaryomyces hansenii, vs.) (Hazen ve Howel 2003; Brand ve Warnock
2011). Buradan Candida tiirlerinin iligkisiz (heterojen) tiirlerin bir karisimi oldugu
goriilmektedir. Candida’ lar taksonomik siralamada mantarlar alemi, Ascomycota
boliimii, Hemiascomycetes sinifi, Saccharomycetales takimi, Candidaceae ailesi
icinde bulunur (De Hoog ve ark. 2000). Yaklagik 200 Candida tiirii olmasina ragmen
tibbi dnemi olan tiirlerin sayis1 azdir. Identifikasyonu yapilan tiirler arasinda
C.albicans hemen hemen tiim Candida enfeksiyonlarinda en sik tespit edilen tiirdiir.
C. dubliniensis, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. famata (Candida flareri), C.
krusei, C. glabrata, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. norvegensis, C.rugosa,
C.utilis, C. lipolytica, C.inconspicua, C. ciferrii, C. haemulonii, C.kefyr (C.
pseudotropicalis), C. norvegensis, C. viswanathii, C. zeylanoides tibbi 6énemi olan
diger tiirlerdir. Tibbi bakimdan 6nemli olan tiirlere hergiin yenileri eklenmektedir

(De Hoog ve ark. 2000; Kurtzman ve ark. 2011).
2.4. Morfolojik Yapilar1 ve Ureme Sekilleri

Mantarlar, beslenmelerini absorbsiyon ile gergeklestiren, fotosentez
yapamayan ve klorofil icermeyen ¢ok veya tek  hiicreli Okaryotik
mikroorganizmalardir. Mantarlarin farkli ¢evre kosullarina uyum saglamalar1 hiicre
ceperinde igermis olduklar1 kitin ve selilloz sayesindedir. Bakterilerin aksine
mantarlar, yiiksek seker konsantrasyonlarma direngli olarak {ireyebilirler (Kiraz
1996, Broks ve ark. 2001). Mayoz (eseyli) ve mitoz (eseysiz) boliinme o6zelligi

tagirlar. Mayalar ve kiifler olmak {izere iki grupta degerlendirilirler. Oda 1s1s1 (20°C -
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25°C) kiifler, 35°C — 37°C’ de mayalar i¢in idealis1 seviyeleridir. Baz tiirler her iki
kosul da da iireyebilirler ki bunlara dimorfik (iki yapili) mantarlar adi1 verilmektedir.
Mayalar, tomurcuklanarak (Candida spp.) veya boliinerek (Schizosaccharomyces
pombe) ¢ogalan tek hiicreli mantar grubunda yer alirlar. Maya mantarlari, kapsiilli
veya kapsiilsiiz olabilirler. Tiim maya mantarlar1 gram boyama yontemiyle boyanip
gram pozitif 6zellik gosterirler. Kiif mantarlar1 ise gram negatif boyanma egilimi

gosterirler (Kiraz 1996; Koneman ve ark. 1997).

Candida’ larin tiir diizeyinde tanimlanmasinda morfolojik degerlendirmeler
olduk¢a Onemlidir. Candida tiirlerinin identifikasyonu hem makroskobik hem de
mikroskobik o6zellikler birlikte degerlendirilerek yapilmaktadir. Candida tiirleri,
Okaryotik hiicre yapisinda ve tek hiicreli, 4-6 pm boyutlarinda, besiyerinde
tirediklerinde yuvarlak, opak, kremsi, sari, hamur benzeri veya mukoid tarzda
koloniler olustururlar. Bazi tiirlerin seksiiel formlar1 bulunsa da genellikle
tomurcuklanarak ¢ogalirlar. Maya mantarlar1 kat1 besiyerinde 25-37 °C’ de 2-10 giin

icinde tirerler (Kiraz 1996; Oz ve Kiraz 2011).

Maya hiicrelerinin tomurcuklanmasi sonucunda olusan yavru hiicreler bazen
ana hiicreden ayrilmazlar. Bu yavru hiicreler u¢ uca dizilerek hif goriiniimii
olustururlar. Hif goriinimii olusturan bu yapilara psodohif (yalanci hif) adi
verilmektedir. Gergek hif yapisinda ise hiicre duvarlari birbirine paraleldir ve
bogumlanma gériilmez (Kiraz 1996, inci 1999, Tiimbay 1999). Yalanci hiflerin
ucunda, ortasinda ya da yaninda yerlesim gosterebilen, yuvarlak kalin duvarli, ¢cevre
kosullarina direngli bir yap1 olan klamidaspor olusturabilirler. Candida tiirlerinde
blastokonidiyum, yalanci hif, klamidospor, germ tiip ve askospor olusumu tiir
taniminda kullanilan 6zelliklerdir. Candida tiirlerinin identifikasyonu i¢in dnemli

mikroskobik ozellikler sunlardir;
1. Organizmanin biiytkligi ve sekli,
2. Tomurcugun yapistig1 yerin morfolojisi ve tomurcuk sayisi,
3. Bir kapsiiliin varlig1 veya yoklugu,
4. Hiicre duvarinin kalinligi,
5. Yalanct hiflerin varhigi,

6. Artrokonidyumlarin varligi



Uygun sekilde hazirlanmis ve boyanmis bir 6rnegin dikkatlice incelemesinde

onemli bilgilere ulasmak miimkiindiir (Kiraz 1996).
2.5. Candida Hiicresel Yap1
2.5.1. Hiicre Sitoplazmasi

Candida hiicresinin sitoplazmasinda; membranla ¢evrili bir niikleus ve
niikleus igerisinde c¢ekirdek¢ik ve lineer kromozomlar bulunur. Ayrica bunlarin
yaninda mitokondri, golgi cisimcigi, 80 S ribozomlar1, yag, protein, karbonhidrat
vezikiilleri ve olgun hiicrelerde vakuoller de bulunmaktadir. Ayrica mantarlarin
yasaminda 6nemli rolii olan ve sitoplazmada bulunan hiicre iskeleti, hiicre duvar1 ve
hiicre membrani ile baglantilidir. Iskelet komponentlerinden olan mikrotiibiiller;
membranin hareketliliginde, aktin; sitoplazmik akiskanlikta, miyozin ise aktinle
birlikte organellerin hareketliliginde rol oynarlar. Hiicre iskeleti; mitoz bdliinme,
mayoz boliinme, tomurcuklanma, bazi enzimlerin diizenlenmesinde de rol almaktadir

(Kiraz 1996; Inci 1999).
2.5.2. Hiicre Membram

Hiicre membrani; molekiillerin i¢ ve dis ortamlara transferinde rol alan
otoenzimler, kitin sentetaz gibi duvar komponentlerinin sentezinde rol alan enzimler
ile C. albicans’ 1n maya-hif doniisiimii ve hifal u¢tan uzamasi i¢in gerekli olan sinyal
iletiminde rol alan fosfolipaz C, adenilat siklaz, proteaz gibi enzimleri igerir. Ayrica
fosfatidil serin, fosfatidil etanolamin, fosfatidil kolin ve fosfatidil inozitol gibi
fosfolipidler de hiicre membraninda bulunurlar. Candida' larin hiicre membranindaki
lipidlerin % 20’ si steroldiir ve bu sterollerin %95’ 1 ise antifungal ilaglarin birinci

hedefi olan ergosterolden olusmaktadir (Kiraz 1996; Whiteway ve Bachewich 2007).
2.5.3. Hiicre Duvar ve Antijenik Ozellikleri

Hiicre duvari, mantar hiicrelerinin biiyiikliigliinli ve seklini tayin eder.
Hiicreleri ¢evresel kosullarin olumsuz etkisinden koruyan, antijenik 6zellik gdsteren
ve bazi enzimleri icermeleri nedeniyle de fizyolojik aktiviteye sahip sert bir yapida
oldugu i¢in osmotik basinca da karsi koyacak gilictedir (Kiraz 1996). Cesitli
molekiillerin hiicre i¢ine ve dis ortama taginmasinda, maya formundan hif formuna
geciste rol oynar. Hiicre duvari yaklasik olarak %80-90 karbonhidrat, %5-15 protein
ve %2-5 lipitten olugsmaktadir. Karbonhidratlar ise %20-30 mannoprotein , %50-60

beta glukan ve %0,6-9 kitinden olusur. Hiicre duvar1 komponentlerinin en 6nemlisi
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olan mannan, Candida antijenleri ve virulans faktorleri arasinda énemli bir degere
sahiptir. Hiicre duvarinin 6zellikle en dis kismi olmak iizere farkli kisimlarinda da
bulunan mannoproteinler adezyonda rol oynamaktadir ve enfeksiyonlarin serolojik
tanisinda hizli ve erken sonu¢ veren uygun bir antijendir. Mannanin yapisal
degisiklikleri ile tiir ve alt tiir ayrimi yapilir. Mannan hiicresel ve hiimoral sistemi
baskilayarak enfeksiyonun devamliligim1 saglar. [ glukanlar hiicre duvarinin
biitiinliiglinden sorumludur. Maya ve hif formlarinda dallanmis -1,3 ve B-1,6 glikoz
polimerleri bir arada bulunurlar. Kitin ise karbonhidratlarin % 0,5-3 gibi az bir
kismin1 olusturmasina ragmen hiicre canliligi i¢in 6nemli bir polimerdir (Kiraz 1996;

Cerikoglu 2002; Whiteway ve Bachewich 2007).

Endoplasmic
reticulum

Mitochondria

o *

Resim 1: Mantar hiicresinin mikroskopik goriiniimii
3. PATOGENEZ ve VIRULANS FAKTORLER
3.1. Patogenez

Konak savunma mekanizmalar1 ve mikroorganizmalarin virulanst Candida
enfeksiyonlarinin gelisiminde 6nemli rol oynar. Candida tiirleri dogada yaygin olarak
bulunmakla birlikte, insanlarin gastrointestinal sistem, deri, mukoza, iiretra ve vajina
normal flora iiyeleri arasinda da bulunurlar. Immiin sistemi saglikli bireyler,
cevresindeki ve normal florasinda bulunan mantarlara siirekli olarak maruz
kalmalarma karsin mantar enfeksiyonu gecirme ihtimalleri ¢ok diisiiktiir. Saglam deri
ve mukozalarin da Candida enfeksiyonu gelisimini Onlemedeki rolii biiyiiktiir.
Candida tiirleri, immiinitesi bozulmus ve predispozan faktorlerin varliginda firsatci
patojen olarak karsimiza cikarlar (Segal ve ark. 2005, Kustimur 1994). Candida
enfeksiyonunun patogenezi; adezyon, kolonizasyon ve invazyonu igeren zincirden
olusmaktadir. Ilk asama, mantarin konak dokusuna adherensi ile baslar. Sonra
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olusacak enfeksiyon oncesi florada bulunan mantarlar sayica bir artis gostererek
kolonizasyon olustururlar ve kolonizasyonu da enfeksiyon izleyebilir. Enfeksiyon
olusumunda konaga ve patojene ait faktorler arasindaki denge 6nemlidir. Candida
tiirleri, bir yandan deri de yaptig1 enfeksiyonlarla daha ¢ok yiizeyel enfeksiyonlara
neden olurken bir yandan da bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda yasami tehdit

eden ciddi enfeksiyonlara neden olurlar (Kustimur 1994; Cerikoglu 2008).

Normal bakteriyel flora, derinin ve gastrointestinal sistem mukozasinin
biitiinliigli ve hiicresel ve humoral bagisiklik, konag1 Candida enfeksiyonlarina karsi
koruyan baglica savunma mekanizmalari olarak kabul edilebilir (Kustimur 1994).
Yiizeysel maserasyona sebebiyet veren her tiirlii olay saglikli kisilerde de Candida
enfeksiyonuna izin verir. Boyle durumda mantar hiicreleri mukozaya saldirdig:
zaman makrofajlar, dendritik hiicreler, monosit, vs. yapilar tarafindan konak yaniti
verilir. Bu yanit; dogal yanit hiicreleri ile iligkili PRR (pathern recognition receptor)
reseptorlerinin, mikroorganizmalarin korunmug yapisi olan PAMP
(pathogenassociated molecular pattern)’ 1 tanimalari ile verilir. Mantarlara ait PAMP
yapilar1 ise mannan, -glukan, kitin ve protein yapilaridir. T ve B lenfositleri de deri
ve mukozada Candida tiirlerinin sistemik enfeksiyon olusturmasina engel olurlar. Bu
nedenle Candida’ larin enfeksiyon olusturabilmesi i¢in hastada bir takim risk
faktorlerin olmas1 gerekmektedir. Bu konak risk faktorleri; hiicresel immiin
yetmezlikler, genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, bagisikik sistemi baskilayan
ilaglar, diabetes mellitus gibi kronik hastaliklar, metabolik hastaliklar, diizensiz
beslenme, notropeni, organ transplantasyonu, malignite, kemoterapi uygulamasi,
uzun siireli takili olan intavaskiiler kateter varligi, intravendz ilag kullanimu, ileri yas,

vb. olarak siralanabilir (Kustimur 1994; inci 1999; Kiraz 1999).
3.2. Virulans Faktorleri

Candida’ lar bir takim Ozellikleri sayesinde konagin bagisiklik sistemini
yenerek hastalik olusturur. Virulans faktorler olarak adlandirilan bu o6zellikler,
Candida’ larin enfeksiyon olusturduklar1 konakta, konagin savunma sistemlerine
karst kendilerini korumak iizere olusturduklari mikrobiyal {riinler olarak
bilinmektedir. Virulans faktorler konak hiicreleri isgal ederek hiicre membraninin
yapisin1 ve hiicrelerin fonksiyonlarin1 bozarak hiicre 6limiinii gerceklestirirler ve
boylece konak dokuya yayilmaya baslarlar (Kustimur 1994; Cerikoglu 2012).

Enfeksiyon yapabilmeleri i¢in konak faktorlerinin uygun olmasit gerekse de,
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mantarlarda farklh viriilans faktorler goriilmektedir. Viriilans faktorlerden bazilari;
adezinler, proteazlar, fosfolipaz, toksinler, hiicre duvari bilesenleri olarak sayilabilir

(Culter 1991; Cerikoglu 2012).
3.2.1. Adherens (Tutunma)

Candida enfeksiyonlarinda ilk asama, organizmanin konak hiicre ve dokulara
cesitli proteinlerle tutunmasi ile baglar. Candida tiirleri hiicre c¢eperine
mannoproteinler, -1,6 ve B-1,3 glukan ve kitin araciligiyla tutunurlar. Candida’ larin
sahip oldugu bu tabaka, konak yiizeyine tutunmayi ve Candida kolonizasyonunu
saglamaktadir (Cerikoglu 2012). Mantar hiicrelerinin konak hiicrelere baglanabilmesi
hiicrelerin birbiriyle iligkisiyle agiklanabilir. Mantar hiicreleri negatif yiizey
potansiyeline sahiptir. Bu sebeple birbiri ile yakinlasan iki ayr1 hiicre ayn1 negatif
ylizey potansiyeline sahip oldugu icin birbirlerini iterler. Ancak bu itme
potensiyeline karsi mantarlarin ylizeyinde yer alan 6zgiil hidrofobik molekiiller,
nonspesifik olarak negatif yiike sahip iki yiizeyin itici kuvvetlerine kars1 koyar ve
yiizeyindeki mukoza hiicrelerine yaklastirirlar. Sonugta, yiizeyde yer alan ligandlar
mukoza hiicresi yiizeyindeki reseptorlere geri doniisiim olmaksizin antijen-antikor
iliskisine benzer bir sekilde Ozgiil bir baglanma gerceklestirir (Culter 1991;
Cerikoglu 2012). Mantar hiicre yiizeyinde hidrofobik maddelerin varligi, adezinlerle
birlikte konak hiicre yiizeyine tutunmayi destekler. Ayrica tutunma, biyofilm
olusumuna zemin hazirladig1 i¢in enfeksiyon gelisiminde Onemli bir adimdir.
Candida hiicresinin yiizeye tutunmasinda konaga ait immiinolojik faktorler; gebelik,
diyabet, hormonal durumdur. Ayrica Candida hiicresinin yiizey 6zelliklerinin,
morfolojisinin, 1s1nin ve ortam pH’nin da rolii biiytliktlir (Culter 1991; Huffnagle ve
ark. 2000; Cerikoglu 2012) . Konaga tutunma yetenegi en fazla olan C.albicans’ tir.
C.tropicalis ve C. krusei tirlerinde de konaga tutunma yetenegi vardir. C.glabrata,
C.parapsilosis ve C.kefyr tiirlerinin tutunma yetenekleri daha zayiftir. Fibronektin,
laminin reseptorleri, fibrinojen baglayan protein, mannoprotein ve adezin bilinen

adezyon molekiilleridir (Critchley ve Kouglas 1978; Cerikoglu 2012).

3.2.2. Enzimler

Fosfolipazlar, konak hiicre zarinin baslica kimyasal bilesenlerinden olan

membran fosfolipitlerini, hidrolize ederek epitel hiicrelerine tutunmada ve hiicrenin
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invazyonunda Onemli rol alirlar. Hiicre disi fosfolipazlar, konak hiicreyi tahrip
ederek hiicrenin ylizeysel yapilarini degistirirler. Boylece adezyonu ve penetrasyonu
kolaylagtirarak viriilansa katki saglamis olurlar. Fosfolipaz aktivitesi en ¢ok kan
kiiltiirlerinden izole edilen Candida’ lar da saptanmistir. Fosfolipaz aktivitesi
gosteren tiirler arasinda ilk siray1r C.albicans almakla birlikte, C.glabrata, C.
parapsilosis, C.tropicalis, C. lusitaniae ve C. krusei tiirlerinde de fosfolipaz etkinligi
goriilmiistiir (Kustimur 1994; Arikan 1998). Salgisal asit proteazlar (SAP), karboksil
ya da asit proteinaz olarak da isimlendirilirler. Aspartik proteazlar olan bu enzimler;
konak hiicre yiizeyini ve hiicreler arasi yapilarini1 parcalayarak mikroorganizmanin
adezyon ile invazyonuna yardimci olurlar . Uretilen hiicre dis1 proteinazlar, kollajen,
keratin, albumin, hemoglobin gibi proteinleri pargalayarak organizmanin deride
kolonize olmasimi ve dokulara yayilimini kolaylagtirmaktadir. Ayrica bu enzim
mantar hiicresinin ayrica sitokin, kompleman, immunoglobiilin gibi 6nemli savunma
proteinlerinden kurtulmasina ve hedef hiicre membran biitiinliigiinii bozmasina yol
acmaktadir (Arikan 1998). Candida tiirlerinin konak doku hasari, hidrolitik
enzimlerin ¢evreye salinimi ile kolaylagmaktadir. Bunlara 6rnek olarak, lipaz, esteraz
ve fosfataz ve hemolizinler Candida tiirleri patogenezinde rol oynayan diger énemli
enzimlerdir. C.albicans basta olmak iizere Candida tiirlerinin esteraz, fosfolipaz,
proteinaz gibi enzimleri {liretme yetenegi vardir. Hemolizinler, bir¢ok patojen
Candida tirli tarafindan {retilmekle birlikte virulansa olan katkisi net

bilinememektedir (Kustimur 1994; Arikan 1998; Cerikoglu 2012).
3.2.3. Toksinler

C.albicans’ 1n endotoksin benzeri maddelerle birlikte hemolizin de irettigi
bilinmektedir. C. albicans’ 1 toksinleri; diisiik ve yliksek molekiil agirlikli toksinler
olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir. Yiiksek molekiil agirligina sahip olan toksinler;
glikoproteinler ve kanditoksin olmak iizere iki c¢esittir. Bunlar hiicre duvarinda
bulunurlar. Glikoprotein toksinler, toksik bilesikler olarak karbonhidrat (glikoz,
mannoz) ve protein icerir. Kanditoksin; farmakolojik, sitotoksik, immunolojik,
enzimatik ve enfeksiyonu artirict etkileriyle birgok aktivite gdsterir. Diisiik molekiil

agirhigina sahip olan toksinler; 6liimciil etkinlikle yakindan ilgilidirler.

Invaziv kandidozlu hastalarda gériilen enfeksiyonlarin, ¢ogu zaman gram
negatif bakteri enfeksiyonlarindan ayirt edilememesi, Candida toksinlerinin

patogenezdeki roliiniin kanit1 olabilir. (Kustimur 1994; Cerikoglu 2012).
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3.2.4. Biyofilm

Candida tiirleri en onemli viriilans faktorlerinden birisi biyofilm olarak
adlandirilan mikrobiyal topluluklar olusturmaktadir. Biyofilm, matriks ile ortiili,
birbirine ve bir yilizeye veya bir ara ylizeye hareketsiz olarak tutunmus halde
yasayabilen bir topluluktur. Endokardit gibi ciddi enfeksiyonlar biyofilm kaynakli
olabilmektedir (Cerikoglu 2012). Bunun disinda biyofilm olusumuna tibbi gerece
bagli olusan enfeksiyonlarda sik rastlanilmaktadir. Candida biyofilmleri farkl
kateterlerde (santral venoz kateter, iiriner kateterler), endotrakeal tiip, stent ve santlar
(santral sinir sistem sant), implantlar (kalp kapakcik), protezler (trakeo-6zofageal
konusma, eklem, dental protezler) ve rahim ici ara¢ (RIA) gibi cogu tibbi gereclerde
goriilebilmektedir. Biyofilmi organize eden mikroorganizma topluluklarinda, DNA
dizisi olan genlerin fonksiyonel protein yapilarina doniismesinin diizenlenmesinde
Quorum Sensing (hiicre-hiicre iletisimi)' in roliiniin oldugu bilinmektedir. Hiicre-
hiicre iletisimi sayesinde biyofilmin olustugu bolgede ve cevresinde enfeksiyonun
kontrolii saglanmaktadir. Hiicre-hiicre iletisimini saglayan molekiillerin, hif
gelisimine yardimca olmak, hif gelisimini ve biyofilmi inhibe etmek gibi gorevleri
vardir. Candida tiirlerinin yabanci cisimlere slime (glikokaliks) faktorii araciligi ile
tutunmas1 sonucunda hem siirekli bir enfeksiyon odagi gibi rol oynamasi hemde
viicudun savunma mekanizmalarindan ve antifungal tedavinin etkisinden
kurtulabilmesi mantar enfeksiyonlar1 agisindan olduk¢a énemli bir durumdur. Ayrica
Als 3 proteini de biyofilm olusumunda oldukga gereklidir (Yiicesoy ve Karaman
2004; Douglas 2006). Candida tiirlerinin biyofilm kalinliklar1 25-450 um arasinda
degismektedir. Ortam sartlar1, ph ve oksijen gibi ¢evresel faktorler ile fungal tiir ve
izolatlar, biyofilm olusumunu ve matriks igerigini etkilemektedir. Farkli Candida
tirlerinin, hatta farkli C. albicans suslarinin bile biyofilm olusturma oranlari
farkhidir. C.albicans diger tiirlere gore daha yogun biyofilm yapmaktadir. C. albicans
disinda C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata ve C. kefyr, C. krusei suslar1 da
biyofilm olusturabilmektedir (Cerikoglu 2012; Yiicesoy ve Karaman 2004).

3.2.5. Dimorfizm

Dimorfizm, mantarin farkli kosullarda maya ve hif formu arasinda gecis

yapabilmesinin tanimidir. Morfolojik degisim farkli durumlara gore blastospor, germ
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tiip, psddohif hif ve gergek hif yapilarin olusumunu kapsamaktadir (Kustimur 1994;
Yiicesoy ve Karaman 2004). C.albicans ve C. dubliniensis i¢in dimorfizm; tek
hiicreli maya formundan hif ve yalanct hif olarak adlandirilan psédohif formlarina
gecisin tanmmidir. Bu gegis, mukozadaki kosullara benzerlik gdsteren ve 37°C’nin
altindaki sicaklik, asidik ve serum bulunmayan bir ortam maya formunda iiremeyi
indiiklerken, 37°C sicaklik, ndtr ph ve ortamda serum varligi hif seklinde tiremeyi
indiikler. C.albicans, normalde deri ve mukozalarda kommensal olarak bulunmakla
birlikte, konaga ozgiil baz1 yapilarin degismesiyle maya formundan hif formuna
gecerek hastaliga neden olurlar. Bazi arastiricilar tarafindan C. albicans maya,
bazilar1 tarafindan dimorfik, yine bazi arastirmacilar tarafindan da hem maya
hiicreleri hem de ¢imlenme borusu ve psddohif olusturabildikleri i¢in polimorfik
olarak smiflandirilmaktadirlar (Kiraz 1996; Cerikoglu 2012). C. albicans
izolatlarinda mayadan hifal forma donilisiimde, ¢evresel faktorler ve gesitli genler
onemli rol oynamaktadir. RBF1 geninin maya-hif gegisinde temel rolii vardir.
Mayalar dokuda yayilim yaparken, hifler dokuda ileri hasar yapar. Ayrica hifal
hiicreler endoteller tarafindan fagositozu indiikleyerek, Candida hiicrelerinin kan
dolagimindan kagmasini saglarlar. C. albicans’ i hif olusturabilme yetenegi de
konak dokulara penetrasyon ve fagositozdan kacabilme oOzelliklerini kazandiran

onemli bir virulans faktoriidiir (Cerikoglu 2012).
3.2.6. Fenotipik Degisim

Fenotip degisim ile hiicre morfolojisi, antijen 6zelligi, adezyon, oksidanlara
ve notrofillere duyarlhilik, antifungal duyarlilik, aspartik proteinaz salgisinda artig gibi
bazi durumlarda degisim olabilir. Fenotipik degisimler sayesinde enfeksiyon
stirecinde daha viriilan ve etkin olurlar. Fenotipik degisim, Candida' larin konaktaki
kosullara uyumunu kolaylastirir. C. albicans suslarindan bazilar1 6zgiil sentetik
besiyerinde diizgiin, halka, yildiz, c¢izgili, sapka, burusuk, tiiyli gibi farkl
goriiniimde koloniler meydana getirerek fenotipik degisim gosterirler. Sonucunda
kolonilerin goriintiilerinde, metabolik, biyokimyasal, molekiiler ve hiicre yiizeyi
ozelliklerinde degisiklikler ortaya ¢ikar. Bu degisimlerle bazi1 suglarda beyaz-opak
dontisiim olarakta adlandirilan varyant koloni morfolojileri ortaya ¢ikmaktadir. Bu
stirecte beyaz, oval ve diizgiin koloniler, gri ve burusuk kolonilere doniismektedir. C.
albicans WO-1 (White-opaque) susunda gozlenen yuvarlak tomurcuklanan

hiicrelerden olusan beyaz kubbeli koloniden, biiyiik, uzun, asimetrik tomurcuklanan
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hiicrelerden olusan gri ve burusuk koloni haline doniisiim en tipik 6rnektir (Kiraz

1999; Cerikoglu 2012).
3.2.7. Siderofor Uretimi

Siderefor demir igeren ve demirin tasinmasinda gorevli olan mikrobiyal
maddedir. Mantarlar da {iremeleri i¢in demire ihtiya¢ duyarlar. Demirin eksikligi
veya yoklugu durumunda, diisiik molekiil agirlikli sideroforlar1 iireterek, patojenik

Ozelliklerini arttirmis olurlar (Howard 1999).

4. EPIDEMIiYOLOJi

Dogada genis alanda bulunan Candida tiirleri hayvanlarin ve insanlarin
sindirim sistemi normal florasinda, toprak, su ve bazi bitkilerde de yaygin olarak
bulunabilirler. Saglikli insanlarin deri ve mukozalarinda normal flora {iyesi olarak
bulunmakla birlikte herhangi bir sebeple konak bagisiklik sisteminin bozulmasiyla
patojenite Ozelligi kazanarak enfeksiyon yapmaya baslayabilirler. Bundan dolay1
cogunlukla insanlarin agiz, yutak veya gastrointestinal sistem ve vajina
mukozasindaki maya flosaninin asir1 ¢ogalmasi endojen enfeksiyonlarin kaynagi
haline gelebilir. Candida enfeksiyonlarinin biiyiikk ¢ogunlugu da zaten endojen
kaynaklidir (Tiimbay 1999; Yegenoglu 2002). Bu mantarlar insanlara ilk olarak
dogum yolu veya hemen ardindan diger kaynaklar ile gecerek normal flora ve
mukozal ylizeylere kolonize olur. Daha ¢ok gastrointestinal sistemde kolonize
olmakla birlikte, iiretra, vajina, tirnak altinda ve deride de bulunurlar. C.albicans
floradan en sik izole edilen patojen tiirdiir (Yegenoglu 2002; Ural 2004) . Cogu
endojen kaynakli enfeksiyon olmasina ragmen az oranda da olsa ekzojen kaynakli
enfeksiyonlar da olabilir ve bazi ¢aligmalarda kontamine materyallerle salgin oldugu
goriilmiistiir. Yeni dogan bebeklerde tespit edilen oral kandidiyaz annedeki vajinal
kandidoz ile dogrudan ilgilidir. Nozokomiyal Candida enfeksiyonlari, insanlarin agiz
ya da sindirim sistemindeki maya florasinin asir1 ¢cogalmasi sonucunda ortaya ¢ikar
ve bu da diger enfeksiyonlar i¢in en 6nemli basamagi olusturur (Tiimbay 1999).
Ogzellikle yogun bakim {initesi saglik calisanlarinin elleri, Candida tiirlerinin
nozokomiyal bulagsmasinda en o©nemli kaynaktir. Son zamanlarda genis etki
spektrumlu antibiyotik ve steroid ila¢ kullanimi, kemoterapi tedavileri, DM artmasi,

solid organ transplantasyonlari, yaygin damar ig¢i kateterizasyon ve flukonazol
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kullanim1 gibi sebeplerle albicans dis1 Candida’ larin etken olarak izolasyonlarinda

artis saptanmaktadir (Tiimbay 1999; Yegenoglu 2002; Cerikoglu 2012).
5. CANDIDA

Bu ¢aligmanin konusu olan Candida’ lar firsat¢i patojenlerdir. Firsat¢1 mantar
enfeksiyonlarinin sikligi genis spektrumlu antibiyotiklerin uzun siire, kanser ve
immiinosiipresif ilaglarin yaygin kullanimi, organ transplantasyonu ve AIDS
vakalarindaki artis sebebiyle son yillarda giderek artmaktadirlar. Cevresel ve bireysel
kosullarin hastanin aleyhine gelistigi durumlarda yiizeysel hafif infeksiyondan
sistemik agir infeksiyonlara kadar degisen klinik tablolara neden olabilirler (Yiicel

2002).

Candida tiirleri dogada yaygin goriilen ve insant en ¢ok etkileyen
patojenlerdir. Insan ve hayvanlarin sindirim kanali normal florasinda, birgok bitkide,
insan mukoza ve derisinde bulunurlar. Normal florada bulunan Candida tiirleri
bagisiklik sistemi bozulmus hastalarda yasami tehdit eden enfeksiyonlara yol
acabilirler. C.albicans tim kandidoz formlarindan en sik izole edilen tiir olmustur.
Son zamanlarda invaziv tibbi gereclerin (eklem protezleri, kateter, yapay kalp
kapakgiklart gibi) kullanimi giderek artmaktadir. Bu tibbi gereclerin yol agtigi
mantar enfeksiyonlar hastalarin morbidite ve mortalitesini giderek arttirmaktadir.
Tibbi gereclerin mantar enfeksiyonlart ¢ogunlukla patojenik Candida tiirleri,

ozellikle de C.albicans, C.tropicalis, C. glabrata ve C.parapsilosis ile meydana

gelmektedir (Yiicel 2002; Segal ve Elad 2005).
5.1. Tibbi Onemi Olan Candida Tiirleri
C. albicans

Candida albicans, normal insan mikrobiyatasinin bir iiyesidir. Omiir boyu
zararsiz bir komensal olarak bulunabilecegi gibi bazi durumlarda, yiizeyel
enfeksiyonlardan yasami tehdit eden sistemik enfeksiyonlara kadar degisen
durumlara yol acabilir. Bu mantarin patojenik potansiyeline katkida bulunan cesitli
faktorler bulunmaktadir (Kiraz 1996, Tiimbay 1999). Bunlar arasinda konak
hiicrelere tutunma ve invazyona aracilik eden molekiiller, enzimlerin salgilanmasi,
maya-hif ge¢isi, biyofilm olusumu, fenotipik degisim gibi bazi 6zellikleri bulunur
(Kustimur 1994). C. albicans, hiicre duvarindaki mannan antijeninin yapisal

farkliligma gore, A ve B olmak iizere iki serotipe ayrilmistir. Immiin sistemi saglam
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bireylerde esit dagilim goriiliirken, immiin sistemi bozulmus hastalarda serotip B' nin
prevalanst daha yiiksektir (Rinaldi 2000). C. albicans; SDA besiyerinde krem
renginde, yumusak kivamli, bazen balmumu goriintiisiinde, S tipi diizgiin koloniler
olusturur. Ayrica kanli agar ve EMB agar besiyerinde yildiz seklinde ¢ikintilar
olusturabilir. Mikroskobik incelemede oval blastosporlar ve pseudohifler goriiliir

(Kiraz 1999; Hazen ve Howell 2003).
C. tropicalis

Candida tropicalis, Candida non albicans grubunun en yaygin patojenik maya
tiirii olarak tanimlanmigstir. C. albicans' in onciiliiglinde ikinci en 6liimciil tiir olarak
kabul edilmektedir. Hematolojik malignitesi olan notropenik hastalarda 6énemli bir
patojendir. Ayrica bu tiir, C. albicans' 1 geride birakan c¢ok gii¢lii bir biyofilm
tireticisi olarak kabul edilmistir. Bundan dolay1 epitelyal ve endotelyal hiicrelere
oldukg¢a yapiskandir. Azoller, polienler ve ekinokandinlere kargi antifungal direnci
oldugu bilinmektedir (Unat 1995; Kiraz 1196; Kothavade ve ark. 2010). C.
tropicalis; SDA besiyerinde kremsi beyaz renkte, yumusak, kenarlar1 bazen diizgiin
bazen piirtiiklii koloniler olusturur. Mikroskobik incelemede, oval blastoporlar ve bol

miktarda uzun yalanci hifler goriiliir (Rippon 1999).
C. dubliniensis

Candida dubliniensis, insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) ile enfekte olmus
bireyler ve AIDS hastalarinin oral kavitelerinden oncelikle elde edilen,
konvansiyonel yontemlerle C. albicans olarak tanimlanan ve A serotipine dahil
edilen bazi1 Candida suglarinin farkli 6zellikler tasidiginin anlasilmasi ile yakin
zamanda (1995 yih) tarif edilmis yeni bir tiirdiir. C. dubliniensis izolatlari, rutin
olarak kullanilan kiiltiir ortamlarinda 30 ve 37 °C' de iyi gelisir. C. albicans' tan,
45°C'de iireyememesi, kromojenik agarda daha koyu bir yesil renk olusturmas,
klamidosporlarin daha ¢ok olmasi, ksiloz, trehaloz testi aktivitesinin olmamasi ile
ayrilir. Guglii bir biyofilm iireticisi bu tiir epitelyal ve endotelyal hiicrelere oldukca
yapiskandir. C. dubliniensis’ in 6nemli bir 6zelligi de flukonazole direngli olmasidir.
C. dubliniensis; SDA besiyerindeki kolonileri, C. albicans tarafindan olusturulanlara
benzer kremsi beyaz bir renkte, parlak ve diiz koloniledir (Sullivan ve Coleman

1998; Rippon 1999).
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C. krusei

Candida krusei, flukonazole dogal direngli bir tiirdiir ve 6zellikle hematolojik
malignetili hastalarda 6nemli bir hastane kaynakli kandidoz etkenidir. C. krusei
enfeksiyonlarinin giderek artan Onemine karsin bu mikroorganizmanin genetik
farkliliklar1 ve molekiiler epidemiyolojisi ile ilgili bilgiler siirhdir. C. krusei; SDA
besiyerinde yassi, kuru, krem rengi, kenarlar1 diizensiz  koloniler olusturur.
Mikroskobik incelemede ovalimsi blastokonidyumlar1 goriiliir (Tiimbay 1999; Pfaller
ve ark. 1996).

C. parapsilosis

Candida parapsilosis, onikomikoz gibi ylizeyel enfeksiyonlardan endokardit
gibi invazif sistemik enfeksiyonlara kadar uzanan genis bir yelpazede hastalik
olusturabilmektedir. Ozellikle yenidogan yogun bakim iinitelerinde goriilmekle
birlikte kandidemilerin en yaygin etkenlerinden biridir. Slime olusturabilmesi 6nemli
bir virulans 6zelligidir. Ekinokandinlere kars1 duyarhliklar1 azdir. C. parapsilosis;
SDA besiyerinde krem renginde, yumusak ve cevresi dantel goriiniimlii koloniler
yapar. Mikroskobik incelemede bol miktarda yalanci hif iiretir ve bu en 6nemli ayirt

edici mikroskopik 6zelligidir (Tiimbay 1999; Trofa ve ark. 2008).
C. glabrata

Candida glabrata’ nin C.albicans’ tan sonra ikinci siklikta izole edilen tiir
oldugunu bildiren ¢alismalar bulunmaktadir. Ozellikle, yenidoganlardaki idrar yolu
enfeksiyonlarinda, ileri yas grubunda ve solid timorli hastalarda insidansi daha
yuksektir. C. glabrata; SDA besiyerinde nispeten kii¢iik olan nispi biiytikliikleri
harig, diger Candida tiirlerinkilerden bazen ayirt edilemeyen parlak, piiriizsiiz, krem
renkli koloniler olustururlar. Mikroskobik incelemede ise kii¢lik yuvarlak, elipsoid

maya hiicreleri goriiliir (Pfaller 1996; Paul ve ark. 1999).
C. kefyr (C. pseudotropicalis)

Candida kefyr, hematolojik maligniteler (HM) olan hastalarda ortaya ¢ikan
bir patojendir. Ayrica C. kefyr vajinal, liriner ve gastointestinal sistem enfeksiyonlari
ve pulmoner enfeksiyonlara neden olmaktadir. C. kefyr; SDA besiyerinde beyaz,
krem veya pembe renginde, yumusak goriinimde S tipi koloniler olusturur.
Kokenlerin bir¢ogunda yalanct hif iiretilir. Uzun eliptik ve silindirik blastosporlar

olusturarak birbirine paralel dizilim gdsterir (Rinaldi 2000; Kocabay ve ark. 2005).
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C. guilliermondii

Candida guillermondii, en sik onikomikoz ile iligkii olan nadir bir Candida
tiiriidiir ve nadiren invaziv mantar enfeksiyonun bir nedeni olarak goriiliir. Nadir bir
invaziv kandidiyaz nedeni olmasina ragmen, C. guillermondii tiiriinlin antifungal
ajanlara kars1 azalmig duyarlilik gosterdigi bilinmektedir. Baz1 izoltalar1 amfoterisin
B' ye direnglidir. Olgu sunumlar1 ve kii¢liik anketler disinda, epidemiyolojisi ve
antifungal duyarlilik profili hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir. C. guilliermondii,
SDA besiyerinde beyaz renkte tereyagimsi goriiniimde, kenarlar1 diiz veya piirtiikli

koloniler olusturur (De Hoog ve ark. 2000; Pfaller ve ark. 2006).
C. lusitaniae

Candida lusitaniae, nadir bir kandidemi sebebidir. Bazi izolatlarin
amfoterisin B' ye direngli olmasiyla dikkat ¢ekicidir. C. lusitaniae; SDA besiyerinde
beyaz ile krem arasi renkte, yumusak ve mat goriinimde koloniler olusturur.
Mikroskopik incelemede oval blastokonidyumlar goriiliir (Tiimbay 1999; De Hoog
ve ark. 2000; Pietrucha-Dilanchian 2001).

C. lipolytica

Candida lipolytica, ancak insanlarda ortaya ¢ikan ve nadir goriilen patojenik
bir tiirdiir. Intravaskiiler kateterizasyon yoluyla kan dolasimia, 6zellikle hastanede
yatis sirasinda immiin sistemi baskilanmis hastalarda santral vendz sisteme
yerlesebilir. C. lipolytica; SDA besiyerinde krem renginde kenarlar1 diizgiin koloniler
olusturur. Mikroskobik incelemede kisa zincirli, yalanci hifler boyunca uzanan

blastokonidyumlar goriiliir (Liu ve ark. 2013).
C. famata (Candida flareri)

Candida famata, fizyolojik olarak C. guillermondii ile ayrilamamaktadir.
Insanlarda nadir bulunan enfeksiyon etkenidir. C. famata, invaziv kandidiyazisin
9%0.2 - %2’sini olusturur. Ekinokandinler ve azollere kars1 duyarliligi diisiiktiir. C.
famata; SDA besiyerinde krem renginde yumusak koloniler olusturur. Mikroskobik
incelemede elipsoidal, tomurcuklu blastosporlar goriiliir, yalanci ve gergek hif

olusturmaz (Tiimbay 1999; Beyda ve ark. 2013).
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C. zeylanoides

Candida zeylanoides, fizyolojik ozellikleriyle C. albicans' a benzemektedir.
C. zeylanoides, insan patolojisinde nadiren yer alan bir tiirdiir. 1989-1998 yillari
arasinda, Wollongong NSW' de bu tiire bagli iki onikomikoz vakas1 goriilmiistiir. C.
zeylanoides; SDA besiyerinde krem renginde, nemli, parlak ve bazen de kivrim
seklinde koloniler olusturur. Mikroskoptaki incelemede, yalanci hifler ve fuziform

blastosporlar goriilmektedir (Crozier 1993; Tiimbay 1999).
C. rugosa

Candida rugosa, bazi cografi bolgelerde enfeksiyon nedeni olarak ortaya
c¢ikan bir tiirdiir. Yapilan ¢alismalarda invaziv mantar enfeksiyonlarinin nedeni olan
nadir bir tiir olarak goriilmiis ve bundan dolayr Candida rugosa yakin zamanda
ortaya cikan “geligmekte olan” bir fungal tiir olarak gosterilmistir. En fazla Latin
Amerika bolgesinde ve kandidemi sebebi olarak goriilmiistiir. Bu tiiriin sebep oldugu
olgulardaki en fazla goriilen risk faktorlerinin yanik yarasi ve nistatin profilaksisi
kullanimi1 oldugu bildirilmis. Azole kars1 diisiik duyarlilifa sahip Candida tiiriidiir. C.
rugosa; SDA besiyerinde krem renginde yumusak koloniler olusturur. Mikroskobik

incelemede, ovalimsi blastokonidyumlar goriiliir (Pfaller ve ark. 2006).
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6. CANDIDA ENFEKSIYONLARI (KANDIDIYAZ)
6.1. Yiizeyel Kandidiyaz
Oral Kandidiyaz

Oral Candida enfeksiyonlart immiin sistemi baskilanmis kisilerde goriliir.
Bunlarda en sik etken C. albicans' tir. Thrush/pamuk¢uk olarak bilinen
pseudomembrandz oral kandidiyaz, daha c¢ok kanser hastalarinda, AIDS’ 1i
hastalalarda ve siit emen bebeklerde goriiliir. Lezyonlar diseti, dil ve agiz ici
ylizeylerde krem benzeri beyaz lezyonlarla karakterizedir ve agrisiz seyreder.
Atrofik kandidiyaz, akut ve kronik faz da seyreder. Akut atrofik kandidiyaz,
genellikle genis spektrumlu antibiyotik ve kronik steroid kullanan hastalarda, oral
mukozanin herhangi bir yerinde goriilebilmekle birlikte ¢ogunlukla dilin dorsumunu
ve damag tutar, eritemli ve agrilidir. Kronik atrofik kandidiyaz, genellikle agizdaki
protezler ile iliskili olarak orataya ¢ikar. Dudak kenarlarinda agrili ve eritemli
fissiirler goriilebilir (Angular chelitis). Kandidal 16koplaki, azda olsa belli oranda
kansere ¢evrilebilmesi nedeni ile dnemli bir hastaliktir. Genelde bagisiklik sistemi
zayiflamig olan kisilerde goriilmekle birlikte yasli ve yenidoganlarda goriilme riski

daha fazladir (Ozdemir ve Bilen 2015).
Candida Ozofajiti

Oral kandidoza bagli olarak olusabildigi gibi ondan bagimsiz olarak da ortaya
cikabilir. Genellikle AIDS’ 1i ve bazi kanser tedavisi alan hastalarda goriilmektedir.
Hastalarda agrili, giic yutma ve diger bakteriyel 6zofajitlerden ayirt edilemeyen
septomlar goriiliir. Candida 6zofajiti tanisim1 koyabilmek ic¢in endoskopi yapilmasi,
esliginde biopsi Orneginin alinip incelenmesi gerekmektedir. Endoskopi esnasinda
yogun inflamasyon ve pamuk¢uk benzeri beyaz lezyonlar goriilmektedir (Tiimbay ve

Karakartal 1994).
Vulvovajinal Kandidiyaz

Candida, kadinlarin %25' inde normal vajen florasi i¢inde kolonize halde
bulunmaktadir. Ancak herhangi bir patonetije durumunda enfeksiyonlarin %89-%92'
sinden C. albicans, ¢ok az oranda da olsa diger tiirler (C. glabrata ve C. tropicalis)
sorumludur. Ureme ¢agina gelmis ve immiin sistem yetmezligi olan kadinlarin
yaklasik %75" ini etkileyen bir patojendir. Genellikle cinsel iliski ile bulastig

bilinmesine ragmen, ortaya ¢ikmasi i¢in cinsel iliski sart degildir. DM, gebelik ve
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genis spekturumlu antibiyotik, siki ve sentetik i¢ ¢amasiri kullanilmasi 6nemli risk
faktorleridir. Vajinal bolgede yanma, 6dem, kasint1 olup beraberinde beyaz renkli siit
kesigi kivaminda ve kotii kokulu bir akint1 goriilmektedir (Tiimbay ve Karakartal

1994; Kutlugiil 2009).
Kronik Mukokutanoz Kandidoz

Hiicresel bagisikligin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan o6zellikle C. albicans' in
etken oldugu kompleks bir mantar enfeksiyonudur. T lenfositlerinin eksikliginde,
genellikle cocukluk doneminde baslayan ve tedavisi uzun stirebilen, sagh deri, cilt,
tirnak lar1 tutan bir Candida enfeksiyonudur. Bu sendromda tirnaklarda kalinlagma,
tirnak diplerinde kizariklik ve 6dem olusumu izlenirken, deride de eritemli lezyonlar
goriilmektedir. Genelde sistemik ve yayilimci 6zelligi olmayan bir enfeksiyondur

(Tiimbay ve Karakartal 1994; Kili¢ 2005).
Candida Dermatitis

Intertrigo, deri kivrimlarinda, derinin sicak ve nemli kat bolgelerinde (meme
alt, aniis ¢evresi, koltuk alt1 ve parmak aralar1) goriilir. DM, obezite ve immiin
sistem bozuklugu olan hastalar bu enfeksiyon i¢in riskli gruptadirlar. Lezyonlar,
vezikiiller ve piistiiller seklinde olup maserosyana kadar ilerleyebilir. Enfeksiyon
bolgesinde cok siddetli ac1 ve kasinma olabilir. Diyaper dokiintiisii ise bebeklerde
bez ile temas eden, tiim perianal bolgeye yayilan ve muhtemelen GIS kaynakl

oldugu diisiiniilen enfeksiyondur (Tiimbay ve Karakartal 1994).
6.2. Sistemik Kandidiyaz
Kandidemi

Sistemik kandidozun en sik karsilasilan seklidir. Hastalardan alinan kan
kiiltiirtinde Candida tiirlerinin izole edilmesi ile tespit edilir. Kan kiiltiiriinde tireyen
maya mantarlar1 kontaminasyon olarak degerlendirilemeyecek kadar Onemlidir.
Kandidemi, toplum kaynakli bir enfeksiyon olarak sik goriilmez, daha ¢ok hastane
kaynakli bir komplikasyon olarak ortaya ¢ikmaktadir. Kandidemi mutlaka tedavi
edilmelidir. Ancak kandideminin klinik belirti ve bulgularinin spesifik olmamasi
nedeniyle tani1 ve tedavisi zorlukla yapilmaktadir. Kandidemi, tiim hastane kaynakl1
kan dolagimi enfeksiyonlari arasinda {igiincii, yogun bakim iinitelerinde ise dordiincii
sirada yer almaktadir. Kanser hastalari, DM olanlar ve SVK kullanilan hastalar

kandidemi agisindan yiiksek riske sahiptirler. Kandemi enfeksiyonu sebebiyle olusan
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olim hiz1 %46-75 gibi yiiksek bir seviyede olup, altta yatan hastaliklarin ciddiyeti ile
baglantilidir. Bu enfeksiyonlarin mortalite oranlar1 tani ve tedavi olanaklarina
ragmen %50' ye ulasabilmektedir. C. albicans, kandidemi etkeni olarak tiim diinyada

ilk siray1 alan tiirdiir (Wilke 2007; Gudlaugsson ve ark. 2003).
Yaygin (Dissemine) Kandidoz

Dissemine kandidoz, Candida enfeksiyonunun birbirine komsu olmayan
organlarda ortaya ¢ikmasi sonucu olusur. Bu organlara bulasma dolasim sistemiyle
meydana gelmektedir. Klinik belirtileri; genis etkili antibiyotik tedavisine ragmen
diismeyen ates (>38 0C, giinde birden fazla yiikselip diisme, bazen >40 0C), yaygin
sekilde karin agrisi, bulanti ve kusma, karaciger, dalak ve bobrekler de tutulum
olabilmesi nedeniyle alkalen fosfataz yiiksekligi ve hastanin viicudundaki bazi
bolgelerinde Candida izole edilmesidir. Tan1; kan kiiltiirii, karaciger biyopsisi, MR,
BT ve USG sonuglarina gore koyulmaktadir. Akut 16semi ve notropenik hastalar

yaygin kandidoz agisindan riskli gruptadir (Tiimbay 1994; Masood 2005).
Solunum Sistemi Kandidiyazisi

Solunum sistemi Candida' lar1, bazen alerji ile ilgili durumlarda, bazen bronsit
veya pnomoni belirtileriyle seyreder, plevra bosluguna agilarak ampiyeme sebep
olabilir. Genelde altta ciddi bir hastali§i olan kisilerde goriilebilmektedir.
Antibiyotikler ve steroidler veya diger hazirlayici bir sebep olmadan beliren ve
Olimle biten ivegen bronkopnomoni de gelisebilir. Brons kandidyazisi Okiisiiriik,
balgam atma gibi belirtiler gosterir, siiregendir, radyoloji bulgularinda brons
cevresinde kalinlagsmalar ve ¢izgi halinde fibréz tabaka bulunur. Akciger kandidiyazi
hafif ates, Oksliriik, ayrica balgamla (kanli olabilir) belirti gosterir. Muayenede

bronkopnémoni veya pnémoni bulgulari saptanabilir (Unat 1995).
Kandidiiri ve Uriner Sistem Kandidozlar

Uriner sistem enfeksiyonunun sebebi genellikle bakteriler olmakla birlikte az
oranda da olsa mantarlar neden olmaktadir. Bunlar arasinda da Candida tiirleri ilk
siray1 almaktadir. C.albicans ise en sik goriilen patojen tiirdiir. Uriner sistem
kandidozu, iriner sistem ile bobregin Candida enfeksiyonlarimi birlikte
kapsamaktadir. Kandidiiri normal popiilasyonda nadiren saptanan bir hastaliktir.
Hastalardan almman idrar Orneklerinden yapilan kiiltiir testinde Candida tespit

edildiginde, sadece {iriner sistem enfeksiyonu olarak degil; kontaminasyon,
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kolonizasyon veya sistemik kandidoz olabilecegi diisiintilerek ayriminin iyi
yapilmasi gerekmektedir. Ciinkii; kandidiiri kontaminasyon veya kolonizasyon gibi
genellikle tedavisi gerekmeyen bir bulgu olabilecegi gibi iiriner sistem enfeksiyonu
ya da tedavisi yasamsal Onem tasiyan yaygin bir sistemik kandidoz enfeksiyon
bulgusu olabilir (Tiimbay 1994). Candida liremesi tespit edilen hastalardan, tekrar ve
uygun bir kosulda alinan idrar 6rneklerine yapilan kiiltiirde kandidiiri goriilmiiyorsa
kontaminasyon olasilig1 yiiksektir. Candida tiirlerinin insanlarin normal cilt
florasinda bulundugu goz oniinde alinarak degerlendirme yapilmalidir. Kolonizasyon
olma olasihig saglikli kisilerde nadirdir. Ozellikle idrar sondasi takilan hastalar
olmakla birlikte, DM olan hastalar, genis spektrumlu antibiyotik kullananlar, yaslilar,
kanser hastalar1, hamileler mukozalarinda kolonizasyon olma olasiligi bulunan riskli
gruptaki kisilerdir. Hastalarda risk faktorlerinden bulunmasi, klinik muayene
bulgularinin normal olmasi ve idrar da l6kosit bulunmamasi kolonizasyonu
destekleyebilir. Tekrar alinan idrar 6rneklerinde kandidiiri bulgusu tespit edilirse bu
bulgunun kolonizasyon ve enfeksiyon acisindan degerlendirilmesi gereklidir.
Bakteriyel {iriner sistem enfeksiyonu i¢in kullanilan koloni sayisi ve l6kosit tespiti
gibi kriterler, Candida' lar1 ayirt edici ozellikteki bir kriter degildir. Hastalarda
diizeltilebilir faktorlerin (sonda degistirilmesi, DM kontrolii veya kullandigi
antibiyotiklerin kesilmesi) degistirilmesiyle birlikte tedavi gerekmeden kandidiiri
kaybolabilir. Ancak bdbrek transplanti ve immunsupresyon, notropeni, losemi,
kemik iligi transplantasyonu, iiriner sistem bozuklugu gibi nedenlerin bulundugu
sistemik mikoz agisindan riskli gruptaki hastalarda kandidiiri saptandiginda, derin bir
kandidoz siiphesi kesinlikle ekarte edilmemelidir (Tiimbay 1994; Sobel ve ark. 2000;
Kartal 2009).

Gastrointestinal Sistem Enfeksiyonu

Saglikli  bireylerin GIS normal florasinda bazi Candida tiirleri
bulunmaktadirlar. Bu Candida’ lar gastointestinal sistemde hastanin immiin sistemi
baskilandiginda mukozada enfeksiyona sebep olabilir. Ozofagustan sonra mide
enfeksiyonun en ¢ok gelistigi organdir. Ayrica, mide de enfeksiyon gelistigi zaman
yaygin mukoza tutulumu da olmaktadir. Gastrointestinal sistemdeki tutulum derin
iilserlere, perforasyonlara ve kanamaya yol agabilir. Perforasyon olusan hastalarda

yaygin bir sekilde enfeksiyon meydana gelebilir. En ¢ok kanser hastalarinda
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goriilmekle birlikte hastalarda yapilan endoskopik incelemede midede, ince ve kalin

bagirsakta beyaz plaklar ve iilserler goriilmektedir (Tiimbay 1994).
Kardiyak Endokarditi

En sik C. albicans olmakla birlikte, C. albicans' dan baska diger tiirlerinde (
C. parapsilosis, C. guillermondii gibi) endokardit ve perikardit vakalarina neden
oldugu bildirilmistir. Kalpte perikard, miyokard ve endokard fungal enfeksiyonun
olusacag1 yerlerdir. Bu enfeksiyonda vejetasyonlar biiyiik olabilecegi icin diger
organlara emboli atma orani yiiksektir. Kalp ameliyatindan sonra ¢ok defa endokardit

vakalar1 goriilebilmektedir (Unat 1995).
Santral Sinir Sistemi Kandidiyazisi

Santral sinir sistem (SSS) enfeksiyonlar yagsami tehdit eden ve yiiksek
mortalite ile giden bir hastaliktir. Genellikle dissemine kandidozun etkisiyle ortaya
¢ikmaktadir. En sik goriilen akut menenjit ve beyin absesi enfeksiyonlarinda en ¢ok
Candida tiirleri izole edilirler. Candida menenjiti geciren hastalarda bagka organlarda
tutulum olmakla birlikte, beyin parenkimide etkilendiyse mikroabseler seklinde
tutulum gériiliir. Ozellikle travma, kemoterapi almak, solid organ transplantasyonu,
kortikosteroid kullanimi, agir yanik vakalari, kafa kirigr (pnomokoksis menenjit),
alkol kullanmi gibi risk faktorlerinin varlign SSS enfeksiyonunun gelismesini

kolaylagtirict faktorlerdir (Tiimbay 1994; Gudlaugsson ve ark. 2003)
Osteomyelit ve Artrit Kandidiyazisi

Acik kirik kemik yaralanmasi olanlarda, yeni dogmus bebeklerde, kanser ve
DM hastalarinda osteomyelit ortaya cikabilir. Osteomyelit, nadir goriilmekle birlikte
enfeksiyon gelistigi zaman ciddi klinik seyirlidir. Radyoloji incelemesi ile bulunan
bulgular saglikli olmayan ve genelde kan Kkiiltiirleri negatif olan osteomyelit
enfeksiyonunun tanist kemik biyopsisi incelemesi sonrast konulabilmektedir.
Candida artriti de en sik 16semi hastalarinda goriiliir. Bu enfeksiyon sonucu hastalikli
eklemin cevresi zarar gordiigli i¢in hastalarin eklem yerlerinde tutulmalar meydana
gelir. Eklem yerlerinden alinan sivi (sinoviyal) da Candida iiretilmesi tani igin

onemlidir (Tiimbay 1994; Gudlaugsson ve ark. 2003).
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Goz (Okiiler) Enfeksiyonlar:

Bakteriyel enfeksiyonlara gore nadir goriilmelerine karsilik enfeksiyon
olusturmalart durumunda ciddi klinik tablo ortaya ¢ikartirlar. Enfeksiyonlara en sik
neden olan tiir Candida albicans’ tir. Korneanin inflamatuar tutulumu sonucu keratit;
g6z kapaklarindaki travmay1 takiben Candida' nin géziin i¢inde yayilimi sonucunda
ise endoftalmit ortaya ¢ikar. En 6nemli risk faktorleri arasinda korneal travmalar,
immiinsupresyon, kortikosteroid kullanimi, kontakt lens kullanimi, cerrahi girisimler,
antibakteriyal ila¢ kullanimi siralanabilir (Timbay 1994; Gudlaugsson ve ark.

2003).
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7.0RNEKLERIN ALINMASI TASINMASI, SAKLANMASI ve
LABORATUVAR TANI YONTEMLERI

7.1. Orneklerin Alinmasi Tasinmasi ve Saklanmasi

Candida tiirlerinin mikroskopik ve koloni morfolojileri birbirlerine benzedigi
icin onlarin ayirimi laboratuvarda cesitli fizyolojik testlerle yapilir. Candida’ larin
hizli tanimlanabilmesi ve idendifikasyonlarinin yapilabilmesi i¢in 6rnekler, uygun ve
steril sartlarda laboratuvar ortamina génderildikten sonra bir dizi isleme tabi tutulur.
Candida enfeksiyonu kuskusu oldugunda oOrneklerin alinmasi veya laboratuvara
gonderilmesinde 0zel islemlere gerek duyulmamakla birlikte, Ornekler alinip
laboratuvara gonderildiginde bazi mantarlarin iist diizeyde enfeksiydz olabilecegi
veya rutin olmayan iireme kosullar1 gerektirebilecegi ekarte edilmemelidir. Kuskulu
etyolojik etkene ait bu tiir bilgiler, 6rneklerin isleme alinmasindan 6nce laboratuvar
birimine bildirilmesi gerekmektedir. Ornekler laboratuvara iki saatten Once
ulagsmalidir. Gecikme durumunda steril olan Ornekler 37°C’ de saklanmalidir.
Normal flora ile kontamine olma olasiligi yiiksek Ornekler ise +4°C’ de
saklanmalidir. Candida’ lar normal buzdolab1 1sisina dayanikhidirlar (Kiraz 1999;

Mikoloji linitesi test rehberi 2013).
7.2. Laboratuvar Tam Yontemleri

Mantar enfeksiyonlarinin tanisinda direkt mikroskobik inceleme, boyali
preparatlar ve kiiltiir yontemleri gibi klasik yontemler dnemini korumaktadir. Ancak
febril notropenik hastalarda invaziv mantar enfeksiyonlarla sik karsilasilmaktadir. Bu
hastalarda notropeni varligi nedeniyle invaziv tani yontemlerinin yeterince
uygulanamamasi ve kiiltlir sonucglar1 ¢ikana kadar gecen siire tedavide Onemli
gecikmelere yol agmaktadir. Bu nedenle invaziv mantar enfeksiyonlarda tani klinik
bulgular, radyolojik ve laboratuar bulgularinin birlestirilmesi esasina dayanmaktadir.
Mikoloji laboratuvarina en sik gonderilen 6rnekler, solunum yolu 6rnekleri (balgam,
bronkoalveolar lavaj, vs), steril viicut sivilar1 (beyin omurilik sivisi, periton sivisi,
vs), doku-biyopsi, eksuda, irin, idrar, kan, gz (kornea kazinti, vs), sag, tirnak, deri

kazintis1 6rnekleridir (Kiraz 1999; Mikoloji {initesi test rehberi 2013).
7.2.1. Orneklerin Direkt incelenmesi

Klinik bir 6rnek, isleme alinmadan 6nce, uygun bir sekilde direkt olarak

incelenmelidir. Bu inceleme, laboratuvar c¢alisanina ve klinisyene bir 06n
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identifikasyon yapma olanagi saglayacak ve belirli patojen mayalarin varligini veya
yoklugunu saptamada yardimci olacaktir. Ayrica 6rnegin tanisi agisindan hizli ve
ucuz bir yontemdir. Bir 6rnekteki mantarlarin ilk gozlenmesinde, 1slak preparat veya
GRAM boyama, GIEMSA, kalkofor beyazi, metilen mavisi, WRIGHT, periyodik
asit schiff (pas), methenamin giimiis boyas1 ile boyanan preparatlar ve %20’ lik KOH
gibi evrensel yontemler kullanilmaktadir. Ancak, kapsiil saptamak ic¢in hazirlanan
¢ini miirekkebi preparasyonu gibi diger yontemler, yalmz mayalar icin
kullanilmaktadir. Bu preparasyon, idrar, BOS ve benzeri santrifiijlenen 6rnekleri ve
bunlarin kiiltlirlerini incelemek i¢in kullanilmaktadir. Bu yontem, miirekkebin
homojen dagilimini saglayamayan balgam veya benzeri drnekler icin genelde yararl

degildir (Kiraz 1999; Mikoloji tinitesi test rehberi 2013; Willinger ve ark. 2014).

KOH (potasyum hidroksit) ile inceleme mantar enfeksiyonlarinin tanisinda en
kullanighh  yontemdir. Mantar siipheli Ornegin incelenmesinde %20’ lik
konsantrasyonda KOH ile hazirlanmis preparat tercih edilmektedir (Segal ve Elad
2005). KOH, konak hiicrenin keratinize yapilarini sindirirken mantarlara zarar
vermedigi icin mikroskopta mantar elemanlarii gérmek miimkiin olmaktadir.
Preparati hazirlamak icin 6rnekten bir miktar alinarak, bir damla KOH ¢ozeltisi ile
lam tizerinde karnistirilir, 20-30 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra incelenir.
Inceleme sonucunda tomurcuklanan maya hiicreleri, hif ya da yalanci hiflerin
goriilmesi tanida degerlidir. Direkt mikroskobik incelemede negatif sonug, mantar
enfeksiyonu olasiligini ortadan kaldirmamaktadir. Bu yontemin dezavantaji; hif yada
maya formlarina benzer yapilarin olusmasi nedeniyle deneyim gerektirmesi ve
bekletildikge kristal yapilarin olusmasi sonucu degerlendirmenin zorlagmasidir
(Kiraz 1999, Segal ve Elad 2005, Willinger ve ark. 2014). Mukozal enfeksiyonlarinin
(oral, vajinal, v.s) direk mikroskobik incelemesinde keratinolitik olan KOH’ dan
ziyade, tuzlu su, kalkoflor veya laktofenol pamuk mavisi ile 1slak preparat ya da
GRAM, GIEMSA, metilen mavisi boyayarak inceleme tercih edilmektedir (Segal ve
Elad 2005). Gram boyama ile incelemede maya hiicreleri ve yalanci hifler pozitif
olarak boyanir. Mukoza yiizeylerinde Candida tiirleri kolonize olarak
bulunabildikleri i¢in direkt incelemede mayalarin yanisira hiflerin  goriilmesi
enfeksiyonun gostergesi olarak degerlendirilebilir. Ayrica lam lamel arasi
preparatlarin yapilmasinda kullanilan KOH ¢ozeltisine %40 dimetil stilfoksit

katilarak eritici kabiliyeti artirllmasi Onerilmis ve yapilan c¢aligmalarda ydntemin
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ozellikle tirnak 6rnekleri i¢in daha iyi oldugu gézlemlenmis (Yiicel ve Sezgic 1998;

Kiraz 1999).

Kalkoflor beyazi, mantar hiicre duvarinda bulunan B 1-3 ve B 1-4
polisakkaritlerine 6zellikle selilloz ve kitine baglanarak, filtre edilmis UV 15181
altinda mavi-yesil floresans verir ve mantarin saptanmasini kolaylastirir. Floresans
boyama ile inceleme hizli ve duyarli bir yontemdir. Ancak floresans mikroskobu
gerektirmesi, kollajen liflerin floresan vermeleri ile hif olarak degerlendirilebilmesi

dezavantajlaridir (Kiraz 1999).

PAS ve methenamin glimiis boyasi, mantarlarin boyanmasinda kullanilan
kimyasaldir. Ciinkii mantarlar dokuda en iyi methenamin glimiis boyasi ile
gosterilmektedir. Mantar elemanlar1 sar1 ya da yesil bir zemin {izerinde siyah renkte
ve ¢ok belirgin olarak gorlinlirler. Ancak bu boyalar mikrobiyoloji
laboratuvarlarindan ¢ok histoloji ve patoloji laboratuvarlarinda kullanilan 6zel

boyalardir (Tiimbay 1994; Kiraz 1999).

Laktofenol pamuk mavisi; icerisindeki anilin boyast mantar hiicresinin dis

duvarini boyayarak mantarlarin mikroskopta goriinebilirligini arttirir.

Cini miirekkebi; Kapsiillii mayalarin goriintiilenmesinde kullanilir. Kapsiil
¢ini miirekkebini i¢ine almadigindan mayanin etrafinda seffaf bir zon izlemesini
saglar. Orneklerde Cryptococus aramalarinda ¢ini miirekkebi stk kullanilmaktadir

(Ttmbay 1994; Kiraz 1999).
7.2.2. Kiiltiir

Sistemik mantar enfeksiyonlarin tanisinda etkenin izole edilmesi igin
hastalardan alinan Orneklerin kiiltiirinlin yapilmasi altin standart yontem olarak
bilinmektedir. Candida’ lar hem normal florada hem de patojen olarak
bulunabildikleri i¢in; kontaminasyon, kolonizasyon ya da sistemik enfeksiyon
acisindan kiltlir sonuglar1 dikkatle degerlendirilmelidir. Candida tiirlerinin izole
edilmesinde primer besiyeri olarak Sabouraud dekstroz agar (SDA) besiyeri
kullanilmaktadir. SDA besiyerinde, maximum fungal gelisme yiliksek karbohidrat
varliginda saglanir. SDA besiyerinde bakterilerin gelismesi diisik ph ile
baskilanmaktadir. SDA besiyerinden bagska Emmons modifiye SDA, beyin kalp
inflizyon agar (BHI), Sabouraud beyin kalp infiizyon (SABHI) agar, inhibitér mold

agar, mycosel/ mycobiotic agar gibi besiyerleri kullanilmaktadir. Klinik
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materyallerin tlirline gore besiyerleri uygun olarak sec¢ilmelidir. Eger bakteri
kontaminasyonu yiiksek bir materyalden izolasyon yapilacak ise hazirlanan
besiyerlerine uygun bir antibiyotik (sikloheksimit, kloramfenikol, gentamisin )
katilmas1 onerilmektedir. Bu sayede besiyerleri daha segici hale getirilir. Ancak bazi
Candida suslar1 birtakim antifungal ajanlara duyarli ya da direngli olabildikleri i¢in
degerlendirmede bu hususun g6z onilinde bulundurulmasi gerekmektedir. Kiiltiir i¢cin
besiyerine ekilen 6rnekler oda 1sisinda (22-26°C) ve 37°C' de inkiibasyona birakilir.
Genellikle 24-72 saat arasinda iiremektedirler (Yildiran 1999; Kiraz 1999; Tiimbay
1999; Sutton 2007). Kan kiiltiirii yonteminde ise; Septi-Check (BD Diagnostic
system), ESP sistemi (Trek Diagnostic), BacT/ALERT sistemi (BioMérieux ),
BACTEC (BD Diagnostics Sparks) VersaTREK (Trek Diagnostic Systems) gibi
ticari sistemleri kullanilmaktadir. Ayrica kan kiiltiirlerinde lizis santrifiigasyon

yontemi uygulanmasinin duyarliligi oldukea fazladir (Tiimbay 1999; Segal 2005).
7.2.3. Candida' larin Identifikasyonu

Candida tiirlerinin konvansiyonel yontemlerle tanimlanmasi; makroskopik
olarak morfolojik karakterlerin incelenmesi (besiyerinde olusturduklari koloni
goriinimii ve rengi), mikroskopik olarak morfolojik karakterlerin incelenmesi (hif
veya vyalanct hif olusumu, germ tiip ve klamidospor olusturma yetenegi,
blastosporlarin  yapist ve yerlesim sekilleri) ve biyokimyasal 0Ozelliklerin
(karbonhidrat fermantasyon ve asimilasyonu, nitrat asimilasyon, iireaz testleri)

degerlendirilmesi ile yapilir (Kiraz 1999; Neppelenbroek ve ark. 2014).
7.2.3.1. Cimlenme Borusu (Germ Tiip) Testi

Candida’ larin tanimlanmasinda ilk adim olan bu testin uygulanmasi kolaydir
ve test oldukca hizli sonug verir. Ayrica C.albicans’ 1n diger Candida’ lardan
ayrilmasini saglamasi ile degerli bir testtir. Test i¢in koloniden 6ze ile az miktarda
alimarak 0.5 ml insan serumu veya tavsan plazmasi iceren bir tiip icerisinde
kanistirilir, ardindan 35°C° de en fazla 3 saat inkiibe edilir. Siire sonunda
stispansiyonundan lama bir damla damlatilir ve lamel ile kapatilarak mikroskopta
40X’ lik objektif ile inceleme yapilir. Germ tiip, maya hiicresinin 3-4 kat1 uzunlukta
olan filament6z bir ¢ikintidir (Yildiran 1999) . Candida hiicresinden ¢ikis noktasinda
bogum olmamasi en 6nemli 6zelligidir. Bu 6zellik, germ tiip ile psddohif ayrimini

saglar. C. albicans ve C.dubliniensis tiirlerinin %95-97’sinde germ tiip olusur.
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C.albicans serumda 37°C’de iki-ii¢ saatlik inkiibasyon sonunda hiicrelerden bogum
olusturmaksizin uzayan germ tiip olusturur. C. albicans' 1n yaklasik %5' i ¢cimlenme
borusu olusturamamaktadir. C. tropicalis, C. kefyr, C. krusei’ de ise pseudo germ tiip
olusumu goriilebilir. C.dubliniensis, fenotipik 6zellikleri C. albicans’ a benzeyen ve
C. albicans’ tan kesin ayrimi molekiiler yontemlerle miimkiin olan bir tiirdiir. Bu
nedenle, germ tiip olusturan suslar rutin mikoloji laboratuvarlarinda genellikle C.

albicans olarak tanimlanir (Yildiran 1999; Yiicel ve Kantarcioglu 2000).
7.2.3.2. Misirunlu Tween 80 Agar Besiyerinde Morfolojik Goriiniim

Candida tiirlerinin morfolojik olarak tanimlanmalarinda misir unu-tween 80
agar gibi besin acisindan fakir besiyerleri kullanilir. Candida tiirlerinin hif, psddohif,
blastospor ve klamidospor iiretme gibi Ozellikleri degerlendirilerek, tiirlerin
birbirlerinden ayirt edilebilmesi saglanmaktadir. Bu test i¢in koloniden 6ze ile kiiciik
bir miktar aliip besiyeri yiizeyine yan yana g¢izgiler seklinde ekim yapilir ve
cizgilerin tizeri Ortiilecek sekilde steril bir lamel ile kapatilir. Besiyeri 25°C* de 24-72
saat inkiibasyona birakilir. C.albicans, yalanci hif, gercek hif, septum {iizerinde
iziime benzer goriiniimde blastospor kiimeleri ve yedek besin depolayarak c¢evresel
kosullara dayanikli yap1 olan klamidospor olusturur. C.fropicalis, bol miktarda
yalanci hif olusturur. Bu hif boyunca bogum yerlerinde tek tek veya gruplar halinde
dizilmis yuvarlak ve oval blastosporlar goriiliir. C.krusei’ de yalanci hifler ve
yanlarinda kiime seklinde dizilim gosteren uzamis blastosporlar bulunmaktadir.
C.parapsilosis,  yalanct hif, bunun etrafinda tek tek bazen kiimeler yapan
blastokonidyumlar ve arada biiylik hifler bulunmasi ile karakterizedir. C.glabrata, hif
veya yalanci hif olusturmaz. C. keyfr, yalanci hifler ve uzun blastokonidyumlar
olusturur. C.guilliermondii, az sayida, kisa ve ince yapida yalanci hifler ve bunlarin
bogumlar1 iizerinde kiigiik blastosporlarin olusturdugu kiimeler bulunur. C.
lusitaniae, kivrik ve zincir seklinde dizilim gosteren yalanci hifler ve yanlarinda
uzun  blastokonidyumlar  bulunmaktadir. Bu  sekilde Candida tiirleri
blastokonidyumlarin 6zelliklerine, yalancit hif boyunca dizilimlerine ve besiyeri
morfolojilerine gore birbirinden ayirt edilebilirler (Tiimbay 1999; Hazen ve Howell

2003).
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7.2.3.3. Karbonhidrat Asimilasyon Testi

Bu test Candida’ larin, tek karbon kaynagi olarak bir karbonhidrati, oksijen
varliginda (asimilasyon) kullanabilme 6zelliklerini ortaya koyar. Bu sayede Candida’
larin tlir diizeyinde tanimlanabilmesini saglarlar. Ancak bu yontem zaman alic1 ve
emek gerektiren bir yontem oldugu i¢in giliniimiizde bu yontemin yerini giivenilir
ticari kitler ile yar1 otomatize ve tam otomatize sistemler almistir. Ticari tanimlama
sistemleri ile yaygin ve sik goriilen mayalarin tanimlanmasinda nadir rastlanan

tiirlere gore daha biiyiik oranda basar1 saglanmaktadir (Hazen ve Howell 2003).

7.2.3.4. Nitrat Asimilasyon Testi

Karbonhidrat asimilasyon testine benzer. Mayalarin nitrojen kaynagi olarak
nitrati kullanma yeteneklerini ortaya koyan biyokimyasal bir testtir (Hazen ve

Howell 2003).

7.2.3.5. Karbonhidrat Fermantasyon Testi

Candida’ lar oksijensiz ortamda (fermentasyon) bir karbonhidrati tek karbon
kaynag1 olarak kullanabilme Ozelliklerine gore tanimlanmaktadir. Fermentasyon
testi; genellikle sivi medyum igeren tiiplerde yapilir. Reaksiyon sonucu tiipte olusan
karbondioksit gazinin 6l¢iimii ve asit olusumu ile degerlendirilen zor bir testtir. Test
sirasinda gaz olusumu, fermantasyonunun kanitidir. Test, birgok Candida tiiriinii,
Rhodotorula ve Cryptococcus tiirlerinden ayirmada kullanishidir (Hazen ve Howell

2003).
7.2.3.6. Ureaz Testi

Bu test, mayanin iireaz enzimi aktvitesini arastirmak icin kullanilir. Ureaz
enzimine sahip mayalar iireyi amonyak ve karbondioksit (CO,)’ e parcalar. Amonyak
ortami alkali yapar. Ure ve Ph indikatérii olarak fenol kirmizisi iceren besiyerinde
tireme oldugunda, iireaz enzimi var ise alkali ortamda fenol kirmizisinin koyu pembe
renge doniismesiyle sonuglanir. Ureaz testi, Trichosporon, Rhodotorulo gibi
mayalarla klinik 6nemi olan Candida tiirlerinin ayriminda kullanilir. Candida’ larin
cogunda iireaz testi negatifken, C.lipolytica ve C. krusei’ nin bazi suslar iireyi

hidroliz edebilir (Hazen ve Howell 2003).
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7.2.3.7. Hizlh Tanmimlama Testleri

Hizli tanimlama ydntemlerinden biri olan Trehaloz testi, C. glabrata’ nin 3
saat gibi kisa siire icerisinde tanimlayabilmektedir. Ancak SDA ve kromojenik agar
disindaki besiyerlerinden alinan koloniler ile trehaloz testi yanlis pozitif sonug
verebilir. Hizli tanimlama testleri, koloninin olustugu ayni giin i¢inde tanimlamay1
saglayan, kolay uygulanabilen, uzun siirede tanimlama yapabilen testlere alternatif

olarak kullanibilen yontemdir (Hazen ve Howell 2003).
7.2.3.8. Kromojenik Besiyerleri

Tire 06zgli kromojenik substratlar igeren besiyerlerinde, farkli Candida
tiirlerinin {rettigi ekzoenzimlerle bu substratlar reaksiyona girerler. Reaksiyon
sonucu pargalanan substratlardan farkli kromojenik {iriinlerin salinmasi sonucu
olusan kolonilerin renkleri ve morfolojileri degerlendirilir. CHROMagar Candida
(CHROMagar, France), Candida ID (BioMerieux, Fransa), CandiSelect (Bio-
Rad,Fransa), Hi Chrome (HiMedia Laboratories, Hindistan), Oxoid Cromogenic
Candida Agar (OCCA, Basingstoke, Ingiltere) gibi ¢ok sayida kromojenik besiyeri
bulunmaktadir. Bu besiyerleri, sik rastlanan Candida tiirlerini erken doénemde

belirleyerek yarar saglamaktadir (Hazen ve Howell 2003; Otag ve ark. 2006).
7.2.3.9. MALDI-TOF MS

“Proteom”, “Protein genom” kelimelerinden tiiretilmis olup belli bir
zamanda, belli bir hiicre/doku/organizmada bulunan, gerekli tim biyokimyasal
tepkimeleri yliriiten proteinlerin tamamini, “proteomik” ise proteomun yapi,
yerlesim, miktar, doku wve hiicrelerdeki islev, diger proteinlerle ve makro
molekiillerle olan etkilesiminin incelenmesini ifade etmektedir. Proteom analizi olan
“proteomiks” ise belli bir organizmada bulunan proteinlerin tamamin incelemek igin
kullanilan metodlarin timiini ifade etmektedir. Kompleks protein karigimlarinin
incelenerek protein analizlerinin bu ¢apl yapilmasina iki boyutlu jel elektroforezinin
gelistirilmesi ile baslanmistir. Proteinler; birinci boyutta, izoelektrik odaklama
metoduyla farkli ph degerlerindeki net yiiklerine gore; ikinci boyutta, molekiiler
kiitlelerine gore ayrilmaktadir. Bu proteinler cesitli yontemlerle boyandiktan sonra
jel lizerinde her 6rnege 6zgli bir proteom seklinde izlenirler. Sonrasinda yapilacak
proteinlerin identifikasyonu i¢in; elektroforetik yontemler, iki yonli sivi

kromatografik yontemler, yiiksek verimli mikrosekanslama yontemleri ve kiitle
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spektrometrik yontemleri kullanilmaktadir. Kiitle spektrometreleri, manyetik veya
elektriksel alanda hareket eden yiiklii partikiilleri, kolaylikla hareket edebilen
iyonlara doniistiirerek ve bu iyonlar kiitle/yiik (m/z) oranina gore siralayip diger
yikli partikiillerden ayirarak ¢oziimleme esasina gore g¢alisan cihazlardir. Biitiin
kiitle spektrometreleri lic fonksiyonel boliimden olugmaktadir; iyonlastirma ve
iyonlarin gaz fazina gegisi, kiitle/yiik prensibine gore yiiklii partikiillerin dagilimi ve
dedektdr boliimleri. Molekiiller normalde yiiklii degillerdir. Iyonizasyon islemi ile
uyarilarak yiiklii iyonize molekiiller haline doniisiirler (Biberoglu 2003; Yalinay

Cirak 2007; Kocagoz 2009).

Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time Of Flight Kiitle

Spektrometrisi

MALDI TOF kiitle spektrometresinde molekiilleri iyonize etmek igin
organik, aromatik ve zayif asidik bir matriks kimyasali kullanilmaktadir. Matriks;
lazer 1s1mim1 tutup ortamin 1sinmasini, molekiillerin buharlasmasini, ylizeyden
kolayca ayrilmasini ve hidrojen iyonlarini hiicrelerden gelen molekiillere aktararak
onlarin (+) yiiklii olmasini saglayan bir kimyasaldir. 4-hydroxy-o-cyanocinnamic
acid (“alphacyano” veya 4HCCA), 2,5-dihydroxybenzoic acid (DHB), 3,5-
dimethoxy-4-hydroxycinnamic acid (sinapinic acid) MALDI TOF MS sisteminde
kullanilabilecek  matrikslerdir.  Iyonizasyon, mordtesi (UV) 1sinlart ile
saglanmaktadir. MALDI diger iyonizasyon yontemlerine gore daha yumusak bir
iyonizasyon yontemi olarak degerlendirilmektedir. Ciinkii digerleri DNA, protein
gibi polimerleri pargalayabilir. Molekiillerin biitiinliigiiniin korunmasi, incelemenin
korunmast acisindan Onemlidir. Sonucta molekiiller mordtesi ile sitilip
buharlastirilarak ytlizeyden ayrilir ve molekiiller matriks kimyasali ile etkilesimi
sonrast proton olarak yiikli hale gelirler. Lazer enerjisi matriks molekiillerinin
aktivasyonunu saglayarak mikroorganizma-matriks kompleksinde mikro patlamalar
meydana getirirler. Ardindan bu molekiiller iyonlasirlar ve plaktan ayrilarak serbest
hale gecerler. Matriks molekiillerinin fotoeksitasyonu ya da fotoiyonizasyonu,
matriksten analite proton transferini yani analitin iyonizasyonu kolaylastirmistir.
Iyonizasyon islemi sonrasinda likit veya kat1 halde bulunan molekiiller uyarilarak
yiklii iyonize gaz molekiilleri haline donistiirtiliirler. Ugus zamanli kiitle
analizorlerinde, tretilen iyonlarin dedektdre ulasmak icin sabit bir mesafeyi

katetmeleri gerekmektedir. Bu nedenle iyonlara yaklasik uzunlugu 1 metre olan bir
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tiip igerisinde hareket etmeleri i¢in hizlandiric1 voltaj (20 kV) uygulanmistir.
Levhadan ayrilan iyonize analit molekiilleri, uygulanan voltaj ile hizlandirilarak ucus
tiipli icerisinde dedektdre ulasana kadar siiriiklenirler ve kiitle/ yiik oranlarina gore
ayrilirlar. Spektrofotometredeki vakum, iyonlarla hava molekiillerinin garpismasini
engellemektedir. Biitiin molekiillere ayn1 kinetik enerji verildiginden, analit
molekiillerinin ugus tiipiinii katetme siireleri, molekiillerin kiitlesi ile orantilidir.
Molekiillerin ugus zamani, molekiil agirliklarinin belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir.
Dedektore ulasan veriler islenerek; Onceden analiz edilerek tanimlanmis olan
mikroorganizmalarin tamaminin profilleriyle kiyaslanir ve tepe noktalar1 2000-20000
arasinda degisen kiitle spektrumlariyla sonuglanirlar. Kiitle spektrumlari;
mikroorganizmanin tiiriine 6zgli olan parmak izleri olup tekrarlanabilirlikleri
yiiksektir. Identifikasyon icin; bu profile ait grafiksel goriintiiler sistemin veri
tabanindaki  referans ile karsilastirilarak  organizmayla uyumuna  gore
mikroorganizmalar cins ve tiir bazinda tanimlanirlar (Biberoglu 2003, Vella ve ark.

2013; Posteraro ve ark. 2013).

VITEK MS (BioMerieux, Fransa), AXIMA/SARAMIS database
(AnagnosTec, Potsdam, Germany and Shimadzu), MALDI Biotyper (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany) ve ANDROMAS (Andromas) adi ile bilinen, MALDI-
TOF-MS yo6nteminin uygulandigi dort tane ticari sistemi bulunmaktadir (Bader 2013;
Willinger ve ark.2014).

MALDI-TOF MS tabanli sistem, bakterilerin ve mantar tiirlerinin rutin
tanimlanmasi i¢in ilging bir alternatif sunmustur. Bu teknik, mikrobiyolojide
benzersizligi ile dogru tlir tanimlamas1 yaparak sadece birkag dakika gibi bir siirede
sonu¢ vermistir.  Ayrica, tanimlanabilir mantar tiirlerinin yelpazesi giderek
yayilmistir. Biitiin bunlar MALDI-TOF MS' in diinya c¢apinda klinik laboratuvarlarda
giderek daha fazla kullanilmasin1 saglamisti. MALDI-TOF MS yo6nteminde
mikroorganizmalara ait biyomekiillerin (seker, peptid, protein) ve biiyiik organik
molekiillerin (makromolekiil, dendrimer, polimer) iyonize edildikten sonra elektrik
ve/veya manyetik alandan gegirilerek protein profilleri ¢ikarilmaktadir. MALDI-TOF
MS sistemi bu sayede her mikrorganizma icin 6zgiil olan proteinlerden kiitle
spektrometresine dayali 6zgiin bir cesit parmak izini ¢ikararak bakteri, mantar ve
viriis tanimlamasi yapabilmektedir. MALDI-TOF MS giiniimiiz konvansiyonel ve

molekiiler tanimlama yontemlerine bir alternatif olarak karsimiza c¢ikmaktadir.
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MALDI-TOF MS’ in kullanimi1 tip alaninda mikrobiyoloji ile sinirli kalmayip cesitli
onkolojik hastaliklar, Alzheimer, romatoid artrit, ve baz1 alerjik hastaliklarin

tanisinda da kullanilmaktadir (Fensalau ve Demirev 2001, Dogan 2018).

Resim 2: MALDI-TOF MS cihazi
7.2.4. Kiiltiir Dis1 Tam1 Yontemleri

Mantar enfeksiyonu etkenlerinin tanimlanmasinda, direkt mikroskobik
inceleme ve kiiltlir ile tanimlama giiniimiizde halen altin standart yontemler olarak
degerini korumaktadir. Ancak gerek zaman alic1 olmasi, gerekse her zaman olumlu
sonug¢ vermemeleri, baz tiirler agisindan zor uygulanabilir ve yorumlanabilir olmasi
nedeniyle, bu yontemlerin ilave olarak daha hizli, duyarlilik ve 6zgiilliigli yiiksek

yeni tan1 yontemleri uygulanmaktadir.
7.2.4.1. Serolojik Yontemler

Candida enfeksiyonlarinin tanisina ve bu enfeksiyonlarin kategorik ayrimina
yardimc1 olmak amaciyla serolojik testlerden faydalanilabilir. Serolojik testler ya
mantar antijenlerine kars1 gelisen antikorlar1 ya da mantar antijenlerinin ve metabolik
iirtinlerinin varligini géstermeye yonelik hazirlanan testlerdir. Antijen ve antikorlarin
birlikte degerlendirildigi kombine testlerden daha 0zgiil sonuglar alinmaktadir.

Ayrica tek ornekten elde edilen sonuglarin duyarliliklarinin diisiik olmasi nedeniyle
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ardisik alinan birden ¢ok 6rnegin sonuglariin birlikte degerlendirilmesi 6zgiilliikk ve
duyarlilig1 arttiracaktir. Mantar antijenlerinin veya metabolitlerinin aranmasina
yonelik testler, invaziv mantar enfeksiyonlarmin tanisi i¢in daha degerlidirler. Bu
amagla 1stya duyarli antijen, mannan, D-arabinitol ve enolaz arastirilmaktadir.
Giliniimlizde en yaygin kullanilan mannan antijen testidir. Mannan antijen testi
ozgiilligli yiiksek bir testtir. Mannan, Candida hiicre duvarmnin polisakkarit
yapisindaki komponenti olup, dolasimda sisteminde kisa bir siire kalir ve hizla
temizlenir. Bu nedenle saptanabilmesi i¢in hastadan sik kan 6rnegi alinmasi gerekir.
Degisik ¢alismalarda duyarlilik ve 6zgiilliigline iliskin farkli oranlar bildirilmektedir.
Candida tiirlerine karst olusan antikorlarin arastirildigi yontemler; tiim hiicre
agliitinasyonu, lateks agliitinasyonu, indirekt immiin floresans (IFA), enzim
immiinoassay (EIA) ve radyoimmiinoassay (RIA) olarak siralanabilir. Baslica hedef
alman antikorlar, anti-mannan antikorlaridir. Enolaz, metallopeptidaz ve aspartik
proteinaz gibi antijenlere karsi olusan antikorlar da testlerde kullanilabilecek diger
hedeflerdir. Ancak immiin sistemi baskilanmis kisilerde yeterli antikor olugsmamasi,
pozitif antikor varliginin kolonizasyon ve enfeksiyonu ayiramamasi, anti-mannan
antikorunun dalak ve karaciger tarafindan hizla kandan uzaklastirilmast nedenleriyle
antikor aranmasinin tanisal duyarlii@ disiiktiir. Candida metabolitlerinin
arastirilmasinin  invaziv kandidoz icin potansiyel bir tant yontemi olabilecegi
bildirilmektedir. Arabinitol; Candida' larin enfeksiyon esnasinda hastanin viicut
stvilarina saldigi bir metabolitidir. Bobrek yetmezligi ve bazi klinik durumlarda
serumda miktar1 arttig1 i¢in D-arabinitol/kreatinin oraninin degerlendirilmesi
onerilmektedir. (1-3)-B-D-glukan Zygomycetes’ ler hari¢ mantar hiicre duvarinin
karakteristik bir birlesenidir. (1-3)-B-D-glukan konsantrasyonunun belirlenmesinde
kullanilan yontem, atnali (horsecrab shoe) yengecinin koagiilasyon faktorii olan
faktor G’ nin glukani aktiflestirmesine dayanmaktadir. 1-3 B -D glukan testi,
panfungal tan1 yontemi olarak 2008 yilinda Avrupa' da yayinlanan bir klavuzda

(EORTC/MSQG) tani kriterlerine eklenmistir (Kalkanci 2005; Kustimur 2013).
7.2.4.2. Molekiiler Tam

Gegmiste mantarlarin tanimlanmasinda fenotipik ve biyokimyasal yontemler
kullanilirken, son yillarda molekiiler yontemlerin kullanilmasinda artis gozlenmistir.
Laboratuvarlarda, molekiiler yontemlerin kullanilmasinda; patojen Candida tiirlerinin

tanimlanmasinda daha hizli olmasi, birden fazla etkenin neden oldugu
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enfeksiyonlarda organizmalar1 tiir diizeyinde tanimlayabilmesi, sensitivitenin ve
spesifitenin yiiksek olmasi etkilidir. Candida’ larin tanimlanmasinda prob tabanh

veya amplifikasyon tabanli bir¢ok teknik gelistirilmistir.

Bu yontemlerin temel amaci, molekiiler hedef kullanilarak genomdaki genetik
bolgenin bulunmasidir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve diger benzer
amplifikasyon yontemleri, klinik 6rneklerde kiiciik miktardaki hedef DNA’ y1
belirlemeye izin vermistir. PZR yontemi ile kan 6rneklerinde 1 CFU/ml’ ye kadar
mantarlar belirlenmistir. Prob tabanli yontemlerden biri olan Peptide Nucleic Acid
Fluorescence In Situ Hybridization (PNA-FISH) yoéntemi ile kiiltiir sonrasinda
florasanla isaretlenmis oligoniikleotid problar kullanilarak Candida’ larin
tanimlanmasi1 yapilabilmektedir. Tiire 0zgiill rRNA dizisini hedefleyerek kan
kiiltiirlerinde C.albicans’ 1n belirlenmesinde kullanilir. Candida tiirlerinin hizh
tanisina yonelik molekiiler ¢alismalarin sayisi her gecen giin artmaktadir. Ozellikle
akademik merkezlerdeki laboratuvarlarda sik kullanilmaktadir. Sistemik mantar
enfeksiyonlarinin tanisinda PCR (Polymerase Chain Reaction) kullaniminin kiiltiir ve
serolojik yontemlere gore duyarliligt ve Ozgiilliigli yiliksek olmasina ragmen
molekiiler tan1 yontemlerinin her laboratuvarda bulunmamasi ve yiliksek maliyeti

kullanimini sinirlandirmaktadir (Tiimbay 1994; Kubar 2007).
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8. MATERYAL ve YONTEM

Bu ¢alismada; Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji laboratuvarina gesitli kliniklerden gonderilen 6rneklerden Candida
izole edilen 158 adet sus kullanild1 ve bir hastadan ikinci kez izole edilen ayn tiir sus
calismaya alinmadi. Tiim suslar SDA besiyerine ekim yapilarak +4°C’de bekletildi.
Bu suslar kullanilacaklar1 zaman, tekrar SDA besiyerine pasajlanarak canlandirildi.
Suslar 6nce VITEK-2 Compact System ile ardindan kiitle spektrometri inceleme

yontemi olan MALDI-TOF MS ile calismaya alinarak tiir tanim1 gergeklestirildi.
8.1. Candida Tiirlerinin Tanmimlamasinda Kullanilan Yontemler

Kliniklerden laboratuarimiza gonderilen ¢esitli materyaller oncelikle %5
koyun kanli agar (bioMerieux, Fransa) ve EMB (bioMerieux, Fransa) de isleme
alindi. Ureme olanlarm, hem besiyeri goriintiisii hem gram boyamasmin sonucunda
maya mantar1 oldugu saptananlar ileri isleme tabi tutuldu. Toz halinde bulunan
karisimdan (hayvan dokusu peptik sindirimi (5g/1), kazeinin pankreatik sindirimi
(5g/1), glukoz (40g/1), agar (15g/1) ) 65 gram tartilarak 1000 ml damitik su icerisine
ilave edildi ve 121°C olan otoklavda 15 dakika steril edildi. Asir1 1sitmadan
kacinmak i¢in siireye dikkat edildi. Otoklavdan ¢ikarilan besiyeri 45-50°C’ ye kadar
sogutulup iyice karistirildiktan sonra 9 cm ¢apli steril petri kutularina 12,5 ml kadar
dokiildii. Elimizde bulunan maya mantar1 iireyen besiyerlerden, SDA (Sabouroud
Dekstroz Agar) besiyerine pasajlari yapildi. Plaklar 37 °C’ de 48-72 saat inkiibe

edildikten sonra saf kiiltiirleri elde edilen 6rnekler degerlendirilmeye alindi.
8.1.1. VITEK-2 Compact System Ile identifikasyon

VITEK-2, biiyiime temelli otomatik bir sistemdir. Sistemin VITEK-2
Compact, VITEK-2 ve VITEK-2 XL olmak {izere ii¢c tane format: bulunmaktadir. El
degmeden otomatik kart dolumu yapma 6zelligine sahip tek sistemdir. Bu cihazlarin
hepsi suslar1 tanimlamak icin ayn1 kolorimetrik reaktif kartlar1 barindirir ve otomatik
yorumlama gerceklestirir. Antifungal test isleminde VITEK-2 Compact sistem, genis
MIC aralig1 sayesinde diisiik seviyelerdeki direncleri tespit edebilme yetenegine
sahiptir. Direngli (R) , orta duyarli (I) ve duyarli (S) olarak sonug verebilen ve hig
bir otomatize sistemde olmayan Ozellik sayesinde digerlerinden ayrilir. Bu sayede

diren¢ olusumu baslarken yakalanir ve diisiik seviyedeki bu direnglerin ileride genis
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spektrumlu direnglere doniismemesi i¢in gerekli antibiyotik kullanimina hemen

baslanmis olur.
1. GN: Gram negatif bakteriler
2. GP: Gram pozitif bakteriler
3. YST: Maya ve maya benzeri organizmalar
4. BCL: Bacillus
5. NH: Neisseria

6. ANC: Aneorobik bakterilerin, tanimlamasinda kullanilan reaktif kartlardir.
Bu kartlar hem endiistriyel hem de klinik laboratuvarlarin formatlarina uygundur.
Reaktif kartlarin her birinde 64 adet kuyucuk bulunmaktadir. Bu kuyucuklarda
kontrollerde dahil 46 biyokimyasal test bulunmaktadir. Kartlarin her iki tarafinda
optik olarak net bir film mevcuttur. Bu film sayesinde kartlar miihiirlenmis gibi
muhafaza edilirken uygun oksijen iletimi seviyesini ayarlayarak, organizma-substrat
arasindaki kontrolii saglar. Kartlarda karbon kaynagi kullanimi, enzim aktiviteler,
biyokimyasal metodlar icin gelistirilmis substratlar bulunmaktadir. Kartlarin

tizerinde riiniin tiiri, lot numarasi, son kullanma tarihi olan barkotlar bulunmaktadir.

Resim 3: VITEK-2 Compact cihazi

Biz ¢aligmalarimizi VITEK-2 Compact System (BioMe rieux, Inc.) ile yaptik.

VITEK-2 Compact System izole edilen maya mantarlarinin hem tanimlanmasinda,
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hem de antifungal duyarlilik testinin yapilmasinda kullanilan bir yontemdir.
Koloninin olustugu ayni giin igerisinde (24 saatten az) identifikasyon saglayan bir
sistemdir. Identifikasyon igin VITEK-2 YST (bioMerieux, Fransa) kullanilirken,
antifungal tanimlama yapmak i¢in VITEK-2 AST-YSO01 kart1 kullanilmaktadir. YST
kart en fazla 49 tirii tanimlamaktadir. Cihaza identifikasyon i¢in konulan
stispansiyon Kkartlara otomatik aktarilir. Aktarim sonrasi her kuyucuk ic¢in 15
dakikada bir renk degisimini optik okuyarak database ile analitik karsilagtirma
yapmaktadir. Bu degerler cihazin ilk kartt okumasina oranlanarak yiizde degisimi
bulunur. Tanimlama, identifikasyonu yapilacak susun cihazin veri tabaninda yer alan

sayisal degerlendirmelerle gergeklestirilir.

Bizimde c¢alistifimiz bu sistemde, izole ettigimiz maya mantarlarini,
tanimlanmak amaciyla oncelikle dispenserdan 3.0 ml salin sivist (% 0.45 ila % 0.50
NaCl, ph 4.5-7.0) 12 x 75 mmpolistrene tiiplere alindi. SDA besiyerinden taze
koloniler pamuklu ¢ubuk yardimiyla alindi. Bulanmiklig1 2.0 Mc¢ Farland (1.80-2.20
aralig1) olacak sekilde bio Merieux Densi Chek ile dl¢iilerek inokulum siispansiyonu
hazirland1. Uretici firmanin génderdigi her biri 10 adet yer bulunan kasete hazirlanan
sispansiyon ve VITEK YST kartlar1 yerlestirildi. Doldurulmus kaset, ornek
numaralar1 sisteme manuel olarak girilip barkotlar1 okutulduktan vakum kuyucuguna
konularak inkiibasyona birakildi. VITEK-2 Compact System yaklasik 18 saatlik bir
inkiibasyondan sonra tanimlamalar1 yapti. Tanimlanamayan 6rnekler SDA besiyerine
ekilip, taze koloniyi elde ettikten sonra yeniden ayni islemleri yaparak cihaza

yliklendi. Tanimlanma sonucunda 6rnekler degerlendirildi.

Resim 4: VITEK-2 Compact System ¢aligma yontemi
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8.1.2. MALDI-TOF MS Yéntemi ile identifikasyon

Calismaya baslamadan 6nce tiim izolatlar tekrar SDA besiyerine pasajlandi.
Besiyerleri 48-72 saatlik bir siire inkiibasyona birakildi. Sonrasinda MALDI —TOF
MS yontemi ile incelemeye alindi. Identifikasyon islemine baslamadan &nce
MALDI-TOF kiitle spektrumlarinda standart olarak kullanilan, taze pasajlanmis E.
coli ATCC 8739 standart susu ile cihazin kalibrasyonu ve kontrolii yapildi.
Tanimlamak amaci ile mevcut bulunan suslarin her birinden steril bir 6ze ile alindi.
48 adet kuyucuk bulunan “targer slayt” adi verilen metal bir plak tlizerindeki
kuyucuklara ince sekilde Oze ile yayildi. Hiicre duvarimmi parcalayarak protein
ektraksiyonunu saglamak amaciyla iizerine 0,5 uL. VITEK-MS FA (Formik asit)
ilave edildi ve ardindan kisa bir siire beklenildi. Daha sonra tlizerine matriks ¢ozeltisi
olarak 1uL matriks soliisyonu (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid) eklendi ve oda
sicakliginda kurutuldu. Oda 1sisinda kurutularak kristalize hale gelen plak, cihaza
yerlestirilerek lazer atiglarina maruz birakildi. Calismamizda MALDI-TOF-MS
sistemi olarak VITEK- MS (Biomerieux, France) ticari sistemi kullanildi. Bu suslar,
maya mantarlarinin tanimlanmasi igin tiretici firma tarafindan kurulmus olan uygun
veri tabaninda, verilerin karsilastirildiglr sivri pik dalga tekrarlarindan olusan
isaretlerle sonucu verdi. Olgiimler iiretici firmamin onerdigi ayarlar ile yapildi ve

kurulan yazilim ile sonuglar degerlendirildi.

Resim 5: MALDI-TOF MS System calisma yontemi
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9. BULGULAR

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hastanesi’ nin farkli
kliniklerinden Mikrobiyoloji Laboratuvari’ na sistemik mantar enfeksiyonu 6n tanisi
ile gonderilen c¢esitli klinik o6rneklerden izole edilen 158 Candida susu
degerlendirmeye alindi. Klinik orneklerin elde edildigi hastalarin yas ortalamasi
39.39 £ 29.01 yas, en kiiciik yas 1 aylik ve en biiylik yas 82 olarak saptandi.
Hastalarin 73 ( %46.2 )" i erkek, 85 ( %53.8 )' i kadin cinsiyettendi. Candida

suslarinin elde edildigi hastalarin yas ve cinsiyet dagilimi Tablo 1' de gosterilmistir.

Tablo 1: Hastalarin yas ve cinsiyet dagilimi

Yas Erkek Kadin Toplam

N 73 (%46.2)

N 85 (%53.8)

N 158 (%100)

0-1 11 (%15.1) 10 (%11.8) 21 (%13.3)
1-18 14 (%19.2) 20 (%23.5) 34 (%21.5)
18-50 17 (%23.3) 29 (%34.1) 46 (%29.1)
50 veiizeri | 31 (%42.4) 26 (%30.6) 57 (%36.1)

Calismamizda hastanemiz laboratuarina gonderilen, klinik 6érneklerden izole
edilen ve Candida tiiriinii temsil eden 6rnekleri kullandik. Bu klinik 6rneklerin 20
(%12.6)’ si yogun bakim {initesinden, 52 (%33.0)’ si cerrahi kliniklerden, 86
(%54.4)" s1 dahili birimlerden gelen hastalara aitti. Candida suslarinin elde edildigi

orneklerin geldigi servislere gore dagilimi Tablo 2' de gdsterilmistir.
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Tablo 2: izole edilen &rneklerin geldigi servislere gore dagilimi

KLINIK

Tammlama
yontemi

C.albicans

C.glabrata

C.parapsilosis|C.kefyr

C.krusei

C.tropicalis

C.dubliniensis

C.membranifaciens

Acil Yogun

|Bakim

IN:20

Cocuk

Cerrahisi

IN:8

Cocuk
astaliklari
:25
ermatoloji

IN:1

E’nfeksiyon
astaliklar

N:11
Genel
Cerrahi
N:S
Gogiis
astaliklari
:25
Goz
astahiklari
:2
¢
hastaliklari
:15
adin
ogum
:8
alp Dama
Cerrahisi
2
ulak-
urun -
ogaz
N:2
Norosirurji
IN:1

Ortopedi v
Travmatoloj
i
N:4
|Plastik
Cerrahi
N:6
T.Onkoloji
N:9

|Uroloji
N:14

Toplam
N:158

VITEK-MS

TEK-MS

TEK-MS

TEK-MS

TEK-MS

TEK-MS

TEK-MS

TEK-MS

TEK-MS

TEK-MS

TEK-MS

TEK-MS

ITEK-MS

TEK-MS

ITEK-MS

TEK-MS

TEK-MS

TEK-MS

10

11

12

77

3

28

3 1

20 11

1

11

2
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Calismamiz sonucunda 24 (%15.2)" i idrar, 40 (%25.3)' 1 solunum, 73
(%46.2)' i kan, 15 (%9.5)' 1 yara ve 6 (9%3.8)' s1 periton olan toplamda 158 &rnekte

maya mantar1 Uredigini tespit ettik. VITEK-2 ile yapilan tiir tanimlamasinda
izolatlarin 83 (%52.6)' i C. albicans, 27 (%17.1)' si C. glabrata, 21 (%13.2)' i C.
parapisilosis, 9 (%5.7)' u C. kefyr, 9 (%5.7)' u C. krusei, 7 (%4.4)' si C. tropicalis, 2
(%1.3)' si C. dubliniensis olarak tanimlandi. MALDI-TOF MS ile ise 77 (%48.7)" si
C. albicans, 28 (%17.8)'1 C. glabrata, 20 (%12.7)" si C. parapisilosis, 11 (%6.9)' i C.
kefyr, 11 (%6.9)" 1 C. krusei, 8 (%5.1)" i C. tropicalis, 2 (%1.3)" si C. dubliniensis, 1

(%0.6)’ i C. membranifaciens olarak belirlendi. Orneklere gore tanimlanan tiirlerin

dagilimi ve karsilagtirilmasi Tablo 3’ de gosterilmistir.

Tablo 3: Hastalardan alinan 6rneklere gore tiirlerin dagilimi ve karsilastiriimasi

C.
albicans

C.
glabrata

C.
parapsilosis

C.
kefyr

C.
Kkrusei

C.
tropicalis

C.
dubliniensis

C.
membranifaciens

Ornekler

VITEK-MS

VITEK-2
VITEK-MS

VITEK-2
VITEK-MS

VITEK-2
VITEK-MS

VITEK-2
VITEK-MS

VITEK-2
VITEK-MS

VITEK-2
VITEK-MS

VITEK-2
VITEK-MS

VITEK-2

idrar

n:24
(% 15.2)

11

13
4

Solunum | Kan

n: 40
(%25.3)

31

31
3

n:73
(%46.2)

21

26
19

18
14

15
7

Yara

n:15
(%9.5)

9

8

Periton

n:6
(%3.8)

5

5

Toplam

n:158
(%100)

77 (%48.7)

83 (%52.6)
28 (%17.8)

27 (%17.1)
20 (%12.7)

21 (%13.2)
11 (%6.9)

9 (%5.7)
11 (%6.9)

9 (%5.7)
8 (%5.1)

7 (%4.4)
2 (%1.3)

2 (%1.3)
1 (%0.6)

- (%0)
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10. TARTISMA ve SONUC

Candida tiirleri insanlar ve hayvanlarda, mukoza, gastrointestinal sistem ve
solunum sisteminin normal florasinda yer almaktadir. Bununla birlikte Candida
tiirleri dogada yaygin goriilen ve insan1 en ¢ok etkileyen firsat¢i patojenlerdir. 200'
den fazla tiirli bulunan Candida tiirleri cevresel ve bireysel kosullarin hastanin
aleyhine oldugu durumlarda yiizeysel hafif infeksiyondan sistemik agir
infeksiyonlara kadar degisen klinik tablolara neden olabilirler. Enfeksiyona en sik
neden olan tiir C.albicans’ tir. Bununla birlikte C.glabrata, C.parapsilosis,
C.tropicalis, C.lusitaniae, C.dubliniensis ve C.guilliermondii, C.krusei gibi albicans
dis1 Candida tiirlerinin insidansinda %50’ den fazla artig goriilmiistiir (Pfaller ve ark.
2014). Ayrica son yillarda, patojenik Candida tiirlerinin ( C.albicans, C.parapsilosis
ve C.glabrata) taksonomisi, yakin iligkili yeni tiirlerin tanimlanmasindan dolay1
biiylik degisikliklere ugramistir. Bu sebeple laboratuvarlarda tanimlanmasi zor tiir

kompleksleri ortaya ¢ikmistir (Criseo 2015).

Candida enfeksiyonlar1 ile miicadelede basarinin anahtari, uygun ilag
kombinasyonu ile erken antifungal tedavidir. Bunu yapmak i¢in, Candida' larin tiir
seviyesinde tanimlanmas1 gereklidir (Bader ve ark. 2011). Direkt mikroskopi ve
kiiltiir yontemleri, hastalarda fungal patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlarin
teshisi i¢in halen kullanilan standart yontemlerdir. Ancak Candida tiirlerini
tanimlanmas1 i¢in kullanilan bu yontemler zaman alicidir. Bu nedenle Candida
tiirlerinin tanimlanmasi i¢in yliksek hassasiyet ve 6zgiilliige sahip, pratik ve gilivenilir

testlere ihtiya¢ vardir (Susever ve Yegenoglu 2011).

Arastirmamizda kullandigimiz ve pek ¢ok rutin mikoloji laboratuvarlarinda
Candida tiirlerinin tamimlanmasi i¢in kullanilan VITEK-2 YST kartlarinin

performansini degerlendirmek amaciyla pek ¢ok arastirma ve bilgi mevcuttur.

Graf ve ark. 2000 yilinda mayalarin tanimlanmasinda VITEK ID- YST'
nin giivenilirligini degerlendirmek i¢in 241 susu incelenmisler ve tanimlanamayan
suslar icin ek testler ilave etmisler. Bu tiirlere ait suslari, ek testler ( alt kiiltiir,
morfolojik, agliitinasyon ) olmadan % 93.8, ek testler yapilinca da % 97.5 oraninda
tanimlama yaptigini bildirmiglerdir. O yillar igin, 51 farkli takson igeren genis veri
taban1 ve tam otomasyonu nedeniyle, VITEK-2 sisteminin 15 saat i¢inde hizli ve
dogru tanimlama ile klinik mikoloji laboratuvarinda maya ve maya benzeri

organizmalarin tanimlanmasinda uygun bir sistem oldugu ifade edilmis.
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Ilerleyen yillarda rutin mikolojik tanimlamanin bir parcasi haline gelen
VITEK-2 sistemi verimliligine dair raporlamalar devam etmistir. Ochiuzzi ve ark.
2014 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmalarinda; morfolojik ve biyokimyasal yontemlerle
tanimlanan 168 izolattan 165 (%98.3)’ inin VITEK-2 YST kart tarafindan dogru
tanimlandigini bildirmislerdir. Sonug elde etme siiresinin ortalama 18.25 saat oldugu,
VITEK-2 sisteminin Candida tiirlerinin tanimlanmasi i¢in basit, giivenli ve kullanigh

bir sistem oldugu arastirma sonucunda ortaya konulmustur.

Calismamizda kullandigimiz yontemlerden biri olan VITEK-2, identifikasyon
ve antifungal duyarlilik testinin birlikte yapilmasina imkan saglayan bir sistemdir.
VITEK-2 sisteminde ¢alismanin kolay olmasi, maya mantar1 identifikasyonunda ayr1
bir deneyim gerektirmemesi ve daha az teknik hatalar vermesi gibi avantajlar
calismamizi kolaylastirdi. Bircok yayinda belirtilen silireye yakin olarak bizde

yaklagsik 18 saatlik bir inkiibasyondan sonra tanimlamalar elde ettik.

Aragtirmamizda kullandigimiz diger bir yontem olan bazi mikoloji
laboratuvarlarinda Candida tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilan MALDI-TOF MS

sisteminin de etkinligi hakkinda pek ¢ok yayin bulunmaktadir.

Bader ve ark. 2011° de yaptiklar1 bir ¢aligmada, rutin teshis
laboratuvarlarinda MALDI -TOF MS kullaniminin mikroorganizma tanimlama
stirecini dnemli ol¢ilide kisalttigini ve bu teknigin mikrobiyolojide tiir tanimlamasinda

giivenilir bir yontem olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Yapilan bir c¢alismada, MALDI-TOF MS’ in kullaniminin tip alaninda
mikrobiyoloji ile sinirlt kalmayip onkolojik hastaliklar, alzheimer, romatoid artrit ve
bazi alerjik hastaliklarin tanisinda da kullanildigi, biitiin bunlarin MALDI-TOF MS'
in diinya capinda klinik laboratuvarlarda giderek daha fazla kullanilmasini sagladigi

bildirilmistir (Dogan 2018).

Lotz ve ark. 2010 yilinda, mikobakteriyel tanimlamada da alternatif bir
yontem olarak MALDI-TOF MS sistemi kullanilabildigini yaptiklari g¢aligmada
bildirmislerdir.

MALDI-TOF MS, bakterilerin ve mayalarin tanimlanmasi i¢in hizli ve dogru
bir yontem olarak ortaya cikmustir, ancak bu ydntemin filamentdéz mantarlar
tanimlanmasinda ki etkinligine dair veri azligit mevcuttur. Yakin zamana kadar, bu

teknikle sadece mayalar tanimlanmisken, yeni gelismeler 6zellikle Aspergillus tiirleri
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olmak iizere filament6z mantarlarin tanimlanmasi i¢in MALDI-TOF MS' in

kullanimina olanak saglamistir.

Iriart ve ark. 2010 yilinda mayalar ve Aspergillus tiirlerinin belirlenmesinde
MALDI-TOF MS’ i kullandiklar1 ¢alismalarinda yiiksek dogrulukta (% 93.2)
tanimlama elde etmislerdir. Iriart ve ark. 2012 yilindaki ¢aligmalarinda, zamanla

tanimlanabilir mantar tiirlerinin yelpazesinin giderek genisledigini de bildirmislerdir.

Sanguinetti ve Posteraro 2017’ de bir calismalarinda, MALDI-TOF MS
sisteminin mikoloji is akisinda devrim yaratarak, oOzellikle filamentdz mantar
tiirlerinin yol agtig1, invaziv hastaliklarin hizli teshisi ve uygun tedavisi i¢in 6nemli
katkilar sunabilecegini bildirmisler. Aspergillus, Fusarium, Mucorales, dimorfik
mantarlar ve dermatofitlerin tiirlerini MALDI-TOF MS ile tanimlamay1 amaglayan
aragtirmacilar sistemin 6zellikle yaygin tiirler veya tipik filament6z mantar suslarini

hizli ve dogru bir tanimlama yapabilecegini ifade etmislerdir.

Son ¢aligsmalar, MALDI - TOF MS' in, bu mikroorganizmalar i¢in spesifik
standartlastiritlmis  prosediirlerin  olusturulmas: ile filamentéz mantarlarn ve
dermatofitleri dogru bir sekilde tanimlama potansiyeline sahip oldugunu
bildirmistir. Ayrica MALDI - TOF MS, alt tiir diizeyinde mikrobiyal tiplendirme ve
tanimlama i¢in basariyla kullanilmis ve bu teknolojinin epidemiyolojik ¢aligmalar ve

taksonomik siniflandirma igin etkili bir ara¢ oldugu gosterilmistir (Croxatto ve ark.

2012).

267 Candida tiiriinii geleneksel yontemlerle ve MALDI-TOF MS sistemi ile
tanimlayarak karsilastirilan bir calismada, MALDI-TOF MS ile 247 (%92.5) izolat
tir diizeyinde tanimlanirken, tanimlanamayan 20 (%7.5) izolat MALDI-TOF MS
veritabaninda kayitli olmayan Candida tiirleri olarak ifade edilmistir (Marklein ve
ark. 2009). Baslangigta tanimlanamayan bu suslarla ilgili kaliplarin veritabanina
eklenmesinden sonra tiim izolatlar tanimlanabilmis. Arastirmacilar MALDI-TOF MS
sisteminin %100 dogruluk oraniyla, maya ve maya benzeri mantarlarin tanimlanmasi

icin en hizli ve glivenilir ara¢ oldugunu raporlamislardir.

Bizzini ve ark. 2010 yilinda, bakteri ve maya izolatlarinin tanimlamak i¢in
MALDI-TOF MS' 1 geleneksel yontemle karsilastirmislardir. Konvansiyonel
yontemlerle belirlenen 1.371 izolati, MALDI-TOF MS ile 1.278 (% 93.2) tiir

diizeyinde, 73 (% 5.3) cins seviyesinde tanimlamislar, 20 (% 1.5) izolat i¢in giivenilir
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bir tanimlama elde edemediklerini bildirmisler. Calismada, MALDI-TOF MS ile tiir
diizeyinde belirlenen 1.278 izolatin 63 (% 4.9)' linlin konvansiyel yontemlerle elde
edilen sonuglarla uyumsuz olarak belirlendigini raporlamislardir. Bu sonuclara
gerekce olarak 42’ sinin veri tabani ile ilgili taksonomik farkliliklardan, 14' tiniin
elde edilen spektrumlarin uygun ayrilmamasiyla, 7' sinin ise baslangictaki geleneksel
tanimlamadaki hatalardan kaynaklandigini bildirmislerdir. Bu veriler 1s181nda,
MALDI-TOF MS tekniginin konvansiyonel yontemlerin yerine gegme potansiyeline

sahip glivenilir bir teknik olabilecegini ileri stirmiislerdir.

Cherkaoui ve ark. tarafindan 2010 yilinda yapilan bir arastirmada, 720
bakterinin iki farkli MALDI-TOF MS sistemi ile tiir tanimlamasi yapmislar ve
sirastyla Bruker ve Shimadzu sistemleri i¢in dogru tanimlama oranlarimi 680 izolatta
674 ( %99.1) ve 639 izolatta 635 (% 99.4) olarak belirlemislerdir. Aragtirmacilar her
iki sistemin ve dolayisiyla MALDI-TOF MS’ in tiir tanimlamasi i¢in ilk test olarak
uygulanmasi ile laboratuvarlarda zamandan tasarruf edilecegini, izolat tanimlama
maliyetinin azalacagini, 6zellikle bu sekilde kullanim ile maliyetlerde izolat basina

yaklasik 5 ABD dolari tasarruf edilecegini bildirmislerdir.

Martinez-Lamas ve ark. 2011 yilinda, VITEK-2 ve API CAUX ile 73
Candida susunun, 67 tanesinin tiir diizeyinde ve 6 tanesinin cins seviyesinde
tanimlandigin1 belirtmislerdir. Ayni suslarin MALDI - TOF MS tanimlamalar1 ise
Shimadzu Launchpad ve SARAMIS veritaban1 kullanilarak yapilmis ve her iki

veritabaninda da 73 izolati tiir diizeyinde tanimlayabilmistir.

VITEK-2 ile iki MALDI - TOF MS (VITEK-MS ve Bruker Biotyper MS )
tanimlama performanslarinin arastirildigir ve 188 Candida tiiriiniin kullanildig1 2014
yilinda yapilmis bir arastirmada VITEK-2, VITEK-MS ve Bruker Biotyper MS
tanimlama sistemlerinin sirastyla % 94.1 (177/188), % 93.0 (175/188) ve % 92.6
(174/188) oraninda dogru tanimlama yaptig1 ifade edilmistir (Jamal ve ark. 2014).
Aragtirmacilar, 3 izolatin tanimlanamadigini, VITEK-MS ile 9 izolatin ise
(C.ortopsiloszisi) veri tabaninda bulunmamasindan dolay1 C.parapsilosis olarak

belirlediklerini ifade etmislerdir.

Bazi1 yaymlarda MALDI-TOF MS sisteminin farkli ticari sistemlerinin
karsilagtirildigini - gérmekteyiz. Biz arastrmamizda VITEK-MS (BioMerieux,

Franca) ticari sistemini kullandik. Calismamizda diger ticari siirlimlerle c¢alisma
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olanagimiz olmadigi icin MALDI-TOF MS’ in diger ticari sistemlerini karsilastirma

yapmadik.

Lima-Neto ve ark. 2014 yilinda, Brezilya kiiltiir koleksiyonunda 1 ile 52 yil
arasinda korunan 40 Candida spp. izolatim1 MALDI-TOF MS teknigini ile
tanimlamislardir. Sonuglar morfolojik ve biyokimyasal analizlerle karsilastirildiginda
%15 uyumsuzluk gostermistir. Bu sonu¢ ile MALDI-TOF MS' in gerek kiiltiir
koleksiyonlarinda korunan Candida tiirlerinin tanimlanmas: i¢in hizli ve gilivenilir
bir yontem oldugu, gerekse laboratuvarlarda uygulanan mevcut rutin yontemlerin
performansiyla karsilagtirlldiginda belirgin faydalar saglayabilecegi net bigimde

ortaya konmustur.

Kan kiiltiirlerinden izole edilen Candida suslarin1 tanimlamak i¢in VITEK-
2 YST ve VITEK-MS yontemlerinin birlikte degerlendirildigi ve Sarigiizel ve ark.
tarafindan 2015 yilinda yapilan bir aragtirmada VITEK-2 YST kart1 ve VITEK-MS

icin dogru tanimlama oranlarinin sirasiyla % 90.7 ve % % 100 olarak belirtilmistir.

Ruiz de Alegria Puig ve ark. 2018 yilinda kandidemili hastalardan izole
edilmis, 9 farkli Candida tiirtinden olusan 298 izolati VITEK-MS ile tanimlamistir.
Aragtirma sonucunda, 279 (% 93.62) izolatin dogru tanimlandigini bildirmisler.
Aragtirmacilar, ayrica MALDI-TOF MS’ in kandidemili hastalarda Candida

tiirlerinin tanimlanmasinda giivenilir bir yontem oldugunu belirtmislerdir.

Alizadeh ve ark. 2017 yilinda, vulvovajinal kandidiyaz tanili hastalardan
alman ve konvansiyonel yontemlerle Candida olarak tanimlanan 65 izolattan 61'ini
(% 94) MALDI-TOF MSile tanimlamislardir. Arastirmalarinda, C.albicans (%
58.5) en c¢ok izole edilen tir olurken, diger tiirler C.tropicalis (%
16.9), C.glabrata (% 7.7), C.parapsilosis (% 7.7) ve C.guilliermondii (% 3.1) olarak

belirlenmistir.

Calismamizda tanimlanan suslari, gonderildikleri klinikler dikkate
alinmaksizin siraladigimizda, C.albicans > C.glabrata > C.parapsilosis > C.kefyr =
C.krusei> C.tropicalis > C.dubliniensis > C.membanifaciens seklinde oldugunu tespit
ettik. C. albicans tiiriiniin diger tiirler arasinda oranina bakildiginda VITEK-MS ile
77 (%48.7), VITEK-2 ile 83 (%52.6) oranlarinda oldugu dikkat ¢cekmektedir. C.
Albicans, VITEK-MS ve VITEK-2 ile sirasiyla yogun bakim hastalarinda %350
(10/20 ) ve %60 (12/20), cerrahi kliniklerden elde edilen drneklerde %53.8 (28/52)
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ve %53.8 (28/52), dahili kliniklerden elde edilen orneklerde ise %45.3 (39/86) ve
%350.0 (43/86) oranlarinda belirlendi. Cocuk cerrahi, dermatoloji, kalp damar
cerrahisi kliniklerinde C.albicans egemenligi hakim iken, onkoloji kliniginde C.
parapsilosis > C. glabrata = C. keyfr = C.krusei siralamastyla non-albicans Candida

egemenliginin yiiksek olmasi 6n plandaydi.

Calismaya aldigimiz Ornekleri sayisal olarak siraladigimizda kan (73) >
solunum (40) > idrar (24) > yara (15) > periton (6) seklinde oldugunu tespit ettik.
Burada 6rneklerin dagiliminda esitlik yoktu. Bu bize ¢alismamiz sonucunda, drnekler
arasinda esitlik saglansaydi hepsinde biiyiik oranda Candida tiir dagiliminda esitlik

olabilecegini diislindiirmiistiir.

Arastirmamizda, C.albicans tim Orneklerde birinci sirada iireyen tiirdii.
Literatiirlerde her ne kadar ikinci siklikta tireyen C.parapisilosis oldugu bildirilse de
bizim ¢aligmamizda ikinci sirada (periton 0rnegi harig) izole edilen tiir C.glabrata

oldu. Periton 6rneginde ise ikinci sirada C.krusei tiirii tiredigini tespit ettik.

Yapilan c¢alismalarda C.albicans' i tiim Orneklerde izolasyonun sik
goriildiigii bildirilmekle birlikte bizim caligmamizda da yiiksek oranda tespit
edilmistir. Orneklerinde C.albicans tespit edilen hastalarin klinikleri birbirinden
farkli oldugu i¢in ve en sik izole edilen tiir oldugu i¢in klinikte herhangi bir yaygin

enfeksiyon ihtimalini diislindlirtmemistir.

Literatiirlerde MALDI-TOF MS yonteminin hizli ve giivenilir tanimlama
yapabilen bir yontem oldugu bildirilmektedir. Uygulamamizda, MALDI-TOF MS
sisteminde, plak tizerindeki kuyucuklarda 48 izolat1 toplu olarak c¢alistik. Cihazin 10-
15 dakika sonra tanimlamalari yapmaya basladigini tespit ettik. Bir izolatin

sonug¢lanmasi i¢in gegen siireyi ortalama 2 dakika olarak hesapladik.

Wieser ve ark. 2012’ de yaptiklar1 c¢alismalarinda, klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda kullanilacak ticari sistemlerin se¢ciminde hizli olmasinin yani sira

maliyetinin de g6z ardi edilmemesi gerektigini vurgulamislar.

VITEK-2 YST sistem i¢in ¢alisma yaptigimiz laboratuvardaki maliyetinin
2019 fiyatlart; alim test bag1 41 TL, sut fiyat1 17 TL oldugunu tespit ettik.

Tagbent ve Dogan 2018 yilinda, MALDI-TOF MS' in maliyet analizini
yaptiklar1 sunumlarinda; cihazin alimi, cihazin bakim {icretleri, kullanilan sarf

malzemelerin maliyetlerinin hesaplanmasiyla MALDI-TOF MS sisteminin toplam
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maliyet acisindan ¢ok pahali bir yontem oldugunu, MALDI-TOF MS’ in hizl
teknoloji oldugunu ama sadece belirli iiniversite hastanelerinde kullanmak i¢in uygun

olabilecegini bildirmislerdir.

Dhiman ve ark. ise 2011 yilinda maliyet analizi yaptiklar1 c¢aligmalarinda
MALDI-TOF MS’ in geleneksel yontemlere gore daha az maliyetli oldugunu

savunmuslar.

Hastanemizde yapilan ve 105 maya mantar1 6rneginin tanimlanmasinda
VITEK-2 sistem ve MALDI-TOF MS yontemlerinin kullanildig:r bir ¢alismada;
VITEK-2 YST ile 100 (%95,2); VITEK-MS ile 103 (%98,1) tiir diizeyinde
tanimlanabildigi goriilmiistiir. Calismanin sonucunda; izolasyon oranlarimin VITEK-
2 ve VITEK MS ig¢in tatmin edici oranda oldugu, VITEK-MS' in kisa zamanda ve
sadece diisiik maliyetli sarf malzemesi ile yliksek identifikasyon sunmasiyla ileriki

donemlerde daha sik kullanilacagina vurgu yapilmistir.

Yeni sistemlerin maliyet hesaplanmasimin yapildigi ¢alismalar sonucu elde
edilen veriler bize, maliyet hesaplanmasinin kolay olmadigini, fakat VITEK-MS’ in

¢ok da ucuz olmadigini diistindliirmiistiir.

Baz1 yayinlarda, mayalarin tanimlanmasinda kullanilan ticari sistemlerin
tanimlama oranlarinin sik izole edilen tiirlerde daha yiiksek, nadir tiirlerde daha
diisiik oldugu bildirilmektedir. Karabigak ve ark. 2015° de yaptiklar1 ¢alismada,
VITEK-2 sistemlerinin, sik goriilen tiirlerde dogru tanimlamanin (en az %95) oranla
daha yiiksek, nadir goriilen tiirlerde ise daha diisiik oldugunu bildirmislerdir.

Aragtirmamizda bu kanaati destekleyecek nitelikte istatistiksel veri olusmamustir.

Sonug olarak, VITEK-2 ile MALDI-TOF MS sistemlerinin identifikasyon
performansin1  karsilastirdigimizda iki yOntem arasinda anlamli bir farklilik
saptanmadigini, benzer tanimlama performansi sergiledigini tespit ettik. Biz bu
calismayla klinik mikoloji laboratuarlarinda gerek VITEK-2 gerekse MALDI-TOF
MS sistemleriyle sik veya nadir goriilen maya mantart tiirleri tanimlanip sistemler
arasinda farkli sonuglarin elde edilmesi durumunda tiirlerin tanimlanmasinin
geleneksel yontemlerle dogrulanmasi gerekliligi kanaatindeyiz. Yine de sonuglarimiz
hem VITEK-2’ nin hem de MALDI-TOF MS’ in giivenilir tanimlama metodu
oldugunu diisiindiirmektedir. VITEK-2 sistemle c¢aligmamizin maliyet ag¢isindan

avantaji, siire agisindan dezavantaji vardi. MALDI-TOF MS’ in ise en Onemli
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avantaji ise kisa calisma siiresi ve diisiik sarf maliyeti ile tanimlamay1 dakikalar
icinde yapabilmesiydi. MALDI-TOF MS, bu sayede tedaviye erken baglanmasina
yardimci olabilir. Fakat maliyet yoniinden diisiiniildiiginde MALDI-TOF MS
cihazinin alim1 pahali oldugu i¢in giinlilk mikroorganizma tanimlama sayist diisiik
olan klinik laboratuvarlar i¢in uygun olmadigi; cihaz, program ve bakim/degisim
maliyetlerinin makul seviyelere inmesi durumunda, klinik mikoloji laboratuarlarinin

tan1 algoritmasinda MALDI-TOF MS kullaniminin yayginlasacagi kanaatindeyiz.
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