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KISALTMALAR DIiZiNi

MALDI-TOF MS: Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight
PNA-FISH: Peptid Nukleik Asit -Floresan in Situ Hibridizasyon
SDA: Sabouraud Dekstroz Agar



SEKILLER VE TABLOLAR DiZiNi

Sekil 1.Isolator Kan KUItlr SISteMi..........cccoveeiiiiiiie e 8
Sekil 2.Bact/Alert Kan Kiiltiir Cihazi..........cccocooviiiieiiiiiiiieec e, 9
Sekil 3.Kan KUIthr S1SEleri.......ceeiiiireiiiie e 10

Sekil 4.Pozitif kan kiiltiir siselerinden mikroorganizmayi tanimlama12

Sekil 5S.MALDI-TOF MS tanimlama sisteminde ¢alisma prensibi.... 20

Sekil 6.MALDI-TOF MS cihazi (VITEK MS) .....ccoccoviiveiiieeiie, 21
Sekil 7.Calismamizdaki 1S aKiSI........ccocevieiiiiiieiciiiec e, 26
Sekil 8.Calismamizdaki is akist (devami) ......ccccoevvvvveeeiiiiiiene i, 29

Sekil 9. C. albicans kokeninin konsantrasyon ve siselere gore sinyal
SUFEIEII(SAAL) ..cvve ettt 31
Sekil 10. C. glabrata izolatlarinin konsantrasyon ve siselere gore
sinyal SUreleri (SAat) ......c.ccveveeiiieeie e 32
Sekil 11. C. parapsilosis kokenlerinin konsantrasyon ve siselere gore
Sinyal SUrEIri (SAAL) ....ccveiveeriieiiee e 32
Sekil 12. C. albicans’in tanimlanmasinda ID 32C ve VITEK MS’in
Karsilagtirilmast .......ocuveee i 38
Sekil 13. C. glabrata’nin tanimlanmasinda ID 32C ve VITEK MS’in
Kargtlagtirilmast .......oouvveei i 39
Sekil 14. C. parapsilosis’in tanimlanmasinda ID 32C ve VITEK
MS’in Kars1lastirilmasi........ceeeceeeiiiiie i 40
Sekil 15. Tiim kokenlerin tanimlanmasinda ID 32C ve VITEK MS’in
Kars11agtirilmast .......eeeoieeiiii 41


file:///C:/Users/hp/Desktop/Dr.%20Ayca%20ÜNAL%20Tıpta%20Uzmanlık%20Tezison.docx%23_Toc530502325
file:///C:/Users/hp/Desktop/Dr.%20Ayca%20ÜNAL%20Tıpta%20Uzmanlık%20Tezison.docx%23_Toc530502325
file:///C:/Users/hp/Desktop/Dr.%20Ayca%20ÜNAL%20Tıpta%20Uzmanlık%20Tezison.docx%23_Toc530502326
file:///C:/Users/hp/Desktop/Dr.%20Ayca%20ÜNAL%20Tıpta%20Uzmanlık%20Tezison.docx%23_Toc530502326
file:///C:/Users/hp/Desktop/Dr.%20Ayca%20ÜNAL%20Tıpta%20Uzmanlık%20Tezison.docx%23_Toc530502327
file:///C:/Users/hp/Desktop/Dr.%20Ayca%20ÜNAL%20Tıpta%20Uzmanlık%20Tezison.docx%23_Toc530502327
file:///C:/Users/hp/Desktop/Dr.%20Ayca%20ÜNAL%20Tıpta%20Uzmanlık%20Tezison.docx%23_Toc530502328
file:///C:/Users/hp/Desktop/Dr.%20Ayca%20ÜNAL%20Tıpta%20Uzmanlık%20Tezison.docx%23_Toc530502328

Tablo 1. Hastane kaynakli kan dolasimi enfeksiyonlari ...................... 5

Tablo 2. Firsat¢1 mantarlarda insidans ve fatalite oranlari................... 6
Tablo 3. Besiyerine gore siselerin ortalama iireme siireleri .............. 34
Tablo 4. Turlere gore ortalama treme streleri.........cccoeveeiieeineenne. 35

Tablo 5. Siselerin tiirlere gore ortalama lireme siirelerinin
Kars11astirtlmast ......coocveeeiiiie e 36
Tablo 6. Tiirlere gore giin bazinda ortalama tireme stireleri ve
SAPLANIMA OTANIATT 1.viiiiiieiiiii et 44

Tablo 7. Tiirlerin glin bazinda iireme say1lart ..........ccoceverveieneennenn 45



GIRIS VE AMAC

Viicutta normal flora elemani olarakta bulunan Candida tirleri 6zellikle
iImmin yetmezligi ve diger altta yatan hastaligi olanlarda invaziv enfeksiyonlara
sebep olmaktadir. Kandidemi; tanisi ve tedavisi zor, dolayisiyla yiiksek maliyetli
bir enfeksiyon hastaligidir. Ayrica diger mikroorganizmalara gore mortalitesi ¢ok
yuksektir (1-3). Uygun antimikrobiyal tedavinin en hizli bi¢imde baslanmasinin
morbidite ve mortaliteyi 6nlemek agisindan onemli oldugu gosterilmistir (4-8).
Mikrobiyolojik acidan enfeksiyon etkeninin ve duyarliliginin klinisyene en hizl
sekilde bildirilmesi ve ampirik tedavinin acilen diizenlenmesi, sonucun laboratuvar

tarafindan hizla raporlanmasina baglidir (9).

Kan Kkaltlrlerinde saptanan Candida tiirleri incelendiginde Candida
albicans en sik saptanan etken olmakla birlikte antifungallere direngli olabilen diger
Candida tiirlerinin siklig1 azimsanamayacak diizeydedir (10, 11). Bu nedenle de tlr
diizeyinde tanimlamanin hizli ve dogru yapilip klinisyene bildirilmesi 6nemlidir

(12, 13).

Yapilan c¢aligmalarda kandidemi olgularinda her yil artis oldugu
goriilmistiir(14). Uygun antifungal tedavinin zamaninda baglanmamasinin,
hastanin mortalitesini arttirdig1, hastanede yatis siiresini uzattig1 gosterilmistir (15,
16). Hasta icin antifungal tedavi gecikmesinde her saat 6nemlidir (17-20).

Bu calismanin amaci; kan kdlttrlerinde Candida cinsi mayalarin iireme
stirelerini hizlandirabilecek bir yaklasim gelistirilmesi ve bu yolla hastalara erken

tedavi baslanmasimin saglanmasidir. Eger kan kiiltiirlerinde {ireme siireleri



kisaltilabilecek olursa tanisi erken konulabilecek ve antifungal tedavisi zamaninda
baslanarak hastalarin kandidemi nedenli mortaliteleri azaltilabilecektir. Ayrica
03/12/2016 ile 17/04/2018 tarihleri arasinda laboratuvarimizda saptanan kandidemi
olgularmin kan kulturlerinde mayalarin iireme siirelerinin belirlenmesi ve Candida

tiirleri arasindaki farklarin gosterilmesi amaglanmistir.



GENEL BILGILER

Bakteri, mantar ve viriisler vaskiiler sistemde bulunduklarinda, bu durum
sirastyla, bakteriyemi, fungemi ve viremi olarak adlandirilir. Bulgu ve semptomlar
olabilir, fakat bu bir kural degildir(21). Bunun tersine septisemi (sepsis);
enfeksiyona karst gelisen sistemik inflamatuvar yaniti tanimlamaktadir. Sistemik
inflamatuvar yanit sendromu (SIRS); farkli klinik uyarilara kars1 konakta gelisen
yanit1 tanimlar. Viicut 1sisinin 38°C’ nin istiinde veya 36 °C’ nin altinda olmasi,
nabiz sayisinin 90 atim/dk’nin iizerinde olmasi, solunum hizinin 20/dk’nin tizerinde
veya parsiyel karbondioksit basincinin 32 mmHg’nin altinda olmasi, I6kosit
sayisinin 12.000/mm?®’iin iizerinde ya da 4.000/mm? iin altinda olmas1 veya gen¢
notrofillerin % 10’un iizerinde olmasi gibi bulgulardan en az iki tanesinin varlig
SIRS tanist koydurur (22). Sepsis ise sistemik inflamatuvar yanit sendromu ile
birlikte klinik veya mikrobiyolojik olarak dokimante enfeksiyonun varligi ile
tanimlanir (22, 23).

En sik iiriner sistem (lirosepsis), solunum sistemi enfeksiyonlari, deri
enfeksiyonlar1 ve varliginda damar ici kateterler onemli sepsis kaynaklaridir.
Sepsise zemin hazirlayan durumlar sdyle siralanabilir (24):

* Bagisiklik sisteminde bozukluk (immunsupresyon, nétropeni, ileri veya
erken yas,...)

* Altta yatan hastaliklar (Diabet, siroz, renal yetmezlik, ...)

* Major cerrahi

* Yabanci cisim varlig1 (Idrar kateteri, damar i¢i kateter, ...)

* Tikayict bir olusum (Renal tas, safra kesesi tasi, ileus, ...)



* Steroid tedavisi

» Kemoterapi

* Daha once antibiyotik kullanimi
Yasli hastalar, enfeksiyonlara fizyolojik cevap olusturabilme rezervleri daha kisith
oldugundan sepsise daha yatkin hastalardir (25). Ayrica yash hastalarda sepsis
siklikla atipik ya da nonspesifik bir klinik tablo ile meydana ¢ikabilir (26, 27).

Kandidemi, klinik olarak enfeksiyonun belirti ve bulgulari olan bir hastada
en az bir kan kultirinde bir Candida turtinun izole edilmesidir. Pozitif kan
kiiltiirlerinin biiyiik kismi ger¢ek kan dolasimi enfeksiyonlarina baglidir. Bazen kan
kiltirii alim tekniklerine bagl olarak kontaminasyon olabilmektedir. Candida
tiirleri normal floranin bir parcasidir. Insanlarm % 40-50’sinin gastrointestinal
kanalinda, gegici ya da kalicit olarak bulunurlar. Ancak, kan kilturinde tespit
edildiginde genelde enfeksiyon etkeni olarak kabul edilmektedir. Mutlaka
antifungal duyarlilik testi yapilip klinige bildirilmelidir (28, 29).

Diinyada hastane kaynakli kan dolasimi enfeksiyonlarina sebep olan
mikroorganizmalar arasinda Candida tirleri dordiincii sirada yer almaktadir (30-

34). Fungal etkenler arasinda da ilk sirada yer almaktadir (35).



Tablo 1. Hastane kaynakli kan dolagimi enfeksiyonlari(30)

Sira Patojen Sikhik (%0)
1 Koagiilaz negatif stafilokok 31,3
2 Staphylococcus aureus 20,2
3 Enterococcus species 9,4
4 Candida species. 9,0
5 Esherichia coli 5,6
6 Klebsiella species 4,8
7 Pseudomonas aeruginosa 4,3
8 Enterobacter species 3,9
9 Serratia species 1,7
10 Acinetobacter baumannii 1,3




Tablo 2. Firsat¢1 mantarlarda insidans ve fatalite oranlari(35, 36)

Mikroorganizma Insidans(milyon/yil) Fatalite(%0)
Mayalar

o Candida species 72,8 33,9

o Cryptococcus species 65,5 12,7
Kufler

o Aspergillus species 12,4 23,3

o Zygomycetes 1,7 30,0

o Diger 1,2 14,3

Dogada 150' den fazla Candida turti bulunur. Bu tiirlerden bir kismimin
insanlarda siklikla patojen olarak ortaya ¢iktigi belirlenmistir. Bu tlrler; Candida
albicans, Candida tropicalis, Candia krusei, Candida glabrata, Candida
guilliermondii, Candida parapsilosis, Candida kefyr, Candida lusitaniae ve
Candida dubliniensis olarak siralanabilir (37-39).

C. albicans en sik kandidemi etkeni olmasina ragmen son yillarda yapilan
calismalarda kandidemilerde albicans dist Candida tiirlerinin oraninin arttigi
gosterilmistir (13, 40-45). Albicans dis1 Candida’ lara bagli kandidemilerdeki
artisin en 6nemli nedeni profilaktik ve ampirik olarak antifungallerin, 6zellikle azol
tirevi ilaglarin kullanilmasidir (15, 43, 46). Candida enfeksiyonlarinin tanisinda
gecikme; hastane yatis siiresini uzatmakta, maliyeti olumsuz etkilemekte ve en

onemlisi mortaliteyi artirmaktadir (2, 26, 47-49). Yapilan caligmalarda kandidemi



hastalarinda mortalite oran1 % 50’nin tizerinde oldugu gosterilmistir (9, 50, 51). Bu

nedenle tanisinin erken konulmasi 6nemlidir.

Kandidemi Tanisi
Kandidemi tanisinda pek ¢ok yontem kullanilmaktadir. Taninin daha hizli

konulabilmesi igin gesitli yontemler gelistirilmektedir.(29)

Kandideminin tespitinde altin standart test, pozitif kan kiiltirlinden
Candida’nin iiretilmesidir.(28, 52) Bunun i¢inde kullanilan manuel ve otomatize
olmak tzere iki gesit kan kiiltiirii yontemi vardir.

Gegmisten beri kullanilan manuel sistemler; Konvansiyonel sivi besiyeri
esasl sistem, Hemoline sistem, Oxoid Signal (Remel Inc., Ingiltere), Isolator
(Wampole laboratuvarlari, ABD), Septi-Check (BD Diagnostics, ABD) kan kultir
sistemleridir. Bunlar arasinda mantarlar i¢in en duyarli yontem Lizis

Santrifiigasyon Sistemi olan, Isolator kan kiltr sistemidir.(53)

Isolator Mikrobiyal Sistem (Wampole, ABD )

Hem eritrositleri hem de I6kositleri lizise ugratan bir kimyasal olan saponin
iceren tlipe, hastadan alinan yaklasik olarak 7,5-10 ml kan eklenir. Daha sonra tlp
Sekil 2.1’ de goriilen acili santrifiije konarak santrifuj edilir. Santrifiijden sonra,
cokelti aspire edilir ve uygun kat1 besiyerine ekilir. Dolagim sistemi enfeksiyonuna

neden olan bakteri ya da mantar bu yontemle izole edilebilir (53, 54).



Yapilan ¢esitli ¢alismalarda, diger konvansiyonel kan kultir sistemlerine
gore, ozellikle ¢ift fazli sivi besiyeri esasli sisteme gore Isolator sistem ile Candida
tirlerinin daha kisa siirede izole edildigi ve izole edilme oraninin yiikseldigi
bildirilmistir (54-57). Baz1 ¢aligmalarda ise kontaminasyon oraninin yiiksek oldugu

bildirilmistir (58).

Sekil 1.1solator Kan Kultr Sistemi

Otomatik kan kiltdr sistemlerinden Bact/Alert (bioMeriux, Fransa), Bactec
(BD Diagnostik Sistemleri,) ve TREK ESP (TREK Diagnostik Sistemleri,

Clevelend) yaygin olarak kullanilmaktadir.



Bact/Alert Kan Kultir Sistemi (bioMeriux, Fransa)

Calismamizda kullanilan sistem Bact/Alert kan kultlr sistemidir. Bu sistem
igin tretilen kan kiiltiir siselerinin alt kisminda kan-sivi besiyeri karisimindan yari
gecirgen membran ile ayrilmis sisenin i¢indeki karbondioksit miktarini gosteren
kolorimetrik karbondioksit sensorti bulunur. Cihazin iginde bulunan inkubator
tinitesinde, her sisenin konuldugu {initenin altinda 1s1k veren ve 1s1k algilayan
diyotlar vardir. Mikroorganizma lremesi ve metabolizmas: sonucu karbondioksit
olugmasi, yansiyan 11k miktarmi degistirir, sisenin algilayicisi renk degistirir.

Yansitmadaki degisiklik cihaz tarafindan olgiiliir.

Sekil 2.Bact/Alert Kan Kiiltiir Cihazi

Sistem sigelerinin birgok besiyeri igerigi mevcuttur:
1- 40 ml’lik katkil1 triptik soya buyyonu igeren standart aerobik (SA) ve anaerobik

(SN) besiyerleri



2- Beyin-kalp kati pargalari eklenmis peptonla zenginlestirilmis triptik soya

buyyonu, ve kandaki antimikrobiyallere ve diger indirgeyici maddelere baglanarak

onlar1 inaktive eden aktif kdmiir tozu igeren 30 ml’lik aerobik FAN (FA) ve 40

ml’lik anaerobik FAN (FN) besiyerleri

3- Fazla miktarda kan alinamayan ¢ocuk ve yasl hastalar i¢in piyasada bulunan,

beyin-kalp kati parcalar1 eklenmis pepton ile zenginlestirilmis triptik soya buyyonu

ve aktif komiir tozu iceren daha diigiik hacimli (20 ml) FAN besiyeri

4-Mikobakteri igin besiyeri

Bu sistem igin iiretilen kan kiiltiir siselerinin genel olarak igerisinde;

soya kazein pankreatik dijeste buyyon, aminoasitler, karbonhidratlar, pridoksin

HCI, kdmir tozu bulunmaktadir.

Sekil 3.Kan kiiltiir siseleri

Aerobik FAN (FA) kan
kaltur gisesi
(calismamizdan)

Anaerobik FAN (FN)
kan kaltur sisesi
(calismamizdan)
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Bactec Kan Kiltir Sistemi (Beckton Dickinson,ABD)

Bact/Alert sistemine benzer olarak bu cihaza ait her kan kultir sisesi dip
kismin i¢ yiizeyine baglanan sensor diske sahiptir. Bact/Alert sisteminden farkl
olarak sisede mikroorganizma iiremesi sonucu olusan CO? konsantrasyonundaki
degisiklikleri bulmak i¢in spektral 15181n yerini florasan alir.

Siseler 10 dakikada bir kontrol edilen alict boliimlerin dibine yerlestirilir.
Bact/Alert sisteminde oldugu gibi {ireme oldugu zaman cihaz uyari verir. Sise

¢ikartilir ve gram boyama yapilir.

TREK ESP Kan Kiiltiir Sistemi (ABD)

Bu sistemde, siseler cihaza yerlestirildikten sonra sisenin baglik boglugunda
mikroorganizmalar tarafindan Uretilen veya tuketilen gazlarda (oksijen, hidrojen,
nitrojen ve karbondioksit) olusan basing degisiklikleri doniistiiriicii ile takip edilir.
Yani manometrik Olglim yapilir. Aerobik (REDOXI1) siseler her 12 dk’da,
anaerobik (REDOX?2) siseler her 24 dk’da bir kontrol edilir.

Bu sistem Oz gazindaki basing degisikliklerini de o6lgebildigi i¢in CO»

tiretimi az olan mikroorganizmalarin Saptanma olasilig1 artar.

Bu otomatize sistemlerde kan kiiltiir sisesinde {ireme oldugunda,
mantarlarin izolasyonunu saglamak igin en sik Sabouraud Dekstroz Agar (SDA)
olmak uzere, % 5 koyun kanli agar gibi rutin besiyerleri de kullanilabilir. Bu
sistemler kiiltlir pozitif oldugu zaman sinyal verir ve pozitif kiiltiir sisesi gram
boyama ve subkultir i¢in kullanilabilir. Bu sistemlerde aerobik sise kulugka stiresi

bes giin, anaerobik sise kulucka siiresi yedi giin olarak belirlenmistir.

11
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Sekil 4.Pozitif kan kiiltiir siselerinden mikroorganizmayi tanimlama (59)

Cihazlarin mikroorganizmay1 tespit zamani pek ¢ok faktore baglidir (59).
Kan kiiltiir sonuglarini etkileyen bu degiskenler;
o Kan kiiltiir sigesinde bulunan besiyeri, antikoagulanlar, antimikrobiyallerin

notralizasyonunu saglayan maddeler gibi gesitli bilesenler

. Ornegin inkiibasyon siiresi

. Hastadan alinan kan hacmi ve kiiltiir say1s1

o Ornegin alinma zamani

o Cilt antisepsisinin uygun yapilmamasi ve kontaminasyon

Cihazlarm mikroorganizma tespit zamanim kisaltmak i¢in bu degiskenler
uzerinde pek cok arastirma yapilmistir. Aerobik, anaerobik, mikobakteri ve mayalar
igin farkli kan kiltdr siseleri tiretilmistir. Bu siseler arasinda mikroorganizma tespit

zamani arastirilmistir (60, 61).
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Candida’larin Tanimlanmasi

Candida turlerinin tanimlanmasinda germ tup testi, kromojenik besiyeri
kullanimi, biyokimyasal/asimilasyon testleri, misir unlu agardaki morfoloji, hizl
tan1 yontemleri (enzimatik ve florojenik testler) ve giderek artan siklikta kullanilan
molekiiler ve kiitle spektrometre yontemleri gibi ¢esitli yontemler bulunmaktadir

(21, 62).

Germ Tip Testi

Germ tup maya hicresinin filamantéz uzantisina verilen isimdir ve ana
maya hicrenin yaklasik yaris1 genisliginde ve ti¢ ile dort kat uzunlugundadir. C.
albicans tarafindan iiretilen gergek germ tiipiin boyun kisminda yani hifal uzantinin
ana hiicre ile baglantist oldugu yerde daralma bulunmaz. Germ tip gercek hif
yapisinin ilk baglangi¢ fazidir ve yalanci hif i¢in karakteristik olan daralma
bulunmaz. C. tropicalis eger dikkatli sekilde incelenmezse germ tiip ile karisabilen
yalanci germ tiip olusturur (21).

Test edilecek maya kolonisinden bir miktar alinarak 0,5 ml insan veya
tavsan plazmasi veya serumu igeren test tiipiine konulur. 35°C’de 2 saati
gecmeyecek sekilde inklbe edilir. Ayrica C. dubliniensis’de germ tup
olusturabilmektedir (63).

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda, pozitif kan kiiltiir sisesinden direk
yapilan germ tiip testiyle C. albicans tanimlama siiresini anlamli sekilde kisalttig

gosterilmistir (7).
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Maisir Unlu Agar Preparatlarinda Olusan Klamidospor, Blastospor, Hif, Pseudohif

Gibi Yapilarin Degerlendirilmesi

Misir unlu-Tween 80 agara 0ze ile 1 cm aralikla ii¢ ¢izgi halinde ekim
yapilir. Agar yiizeyine inokiilasyon ¢izgilerini kaplayacak sekilde lamel kapatilir.
30°C’de 24-48 saat boyunca kapali nemli bir bolmede inkiibe edilir. Inkiibasyon
sliresi sonunda lamel iizerinden mikroskobik inceleme yapilir.

Ozellikle germ tiip negatif izolatlarm tanimlanmasinda onemlidir. Tiirlere
gore misir unlu agarda goriilen yapilar;

C. albicans: Klamidospor varligi, yogun kiimeler olusturmus ve yalanct hif
boyunca esit olarak dagilmis blastokonidya tiretimi

C. tropicalis: Yalanct hif boyunca tek tek veya kiigiik kiimeler olusturmus
blastokonidiyumlar. Bu patern C. tropicalis i¢in spesifik olmadigi igin ileri
tanimlama sistemlerine ihtiyag¢ vardir.

C. parapsilosis: Cal1 gériintimiine benzeyen ekim g¢izgilerine bitisik ¢ok
sayida fokal alan1 olan satellit tireme paterninin gozlenmesi

C. kefyr: Yalanci hifler ve uzun “agaca benzer” dizilim gésteren
dikdortgen seklinde blastokonidyumlar.

C. krusei’de yalanc1 hifler ve uzun dikdortgen seklinde blastokonidyumlar
olusturur. Ayrimi i¢in ileri testlere gerek olabilir.

C. glabrata: Kigik, yalanci hif yapmayan boyut farki ve ayrilma

gostermeyen siki kiimeler halinde dizilen blastokonidyumlar.
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Asimilason ve fermantasyon testleri

Asimilasyon testi; bir mayanin oksijen varliginda belirli bir karbonhidrati
veya nitrat1 tek karbon veya nitrojen kaynagi olarak kullanabilme yetenegini dlger
(64), Ozellikle Candida tiirleri igin karbonhidrat asimilasyon testlerine gore ayrim
yapilir.

Karbonhidrat fermantasyon testi; mayanin karbonhidrati enzim yardimryla
pargalamasiyla asit ve gaz olusumuna dayali testlerdir. Candida tiirlerinin ayirt
edilmesinde karbonhidrat fermantasyon testi, karbonhidrat asimilasyon testine gore
daha az duyarlidir. Rutin laboratuvarlar tarafindan asimilasyon ve fermantasyon
testlerinin kullanilmasinin zaman almast ve zahmetli olmasi nedeniyle ticari
sistemler kullanilmaktadir.

Ticari sistemler; germ tip testini, klamidospor olusumunu, seker
asimilasyon deneylerini veya enzimatik reaksiyonlari icermektedir. Bu ticari
yontemler genellikle Candida tiirlerinin daha rahat ve hizli bir sekilde taninmasini
saglayan gelencksel testlerin minyatiir versiyonunu temsil etmektedir. Klinik
laboratuvarlarin ¢ogunda API 20C (bioMerieux, France), ID 32C (bioMerieux,
France) ve VITEK 2/YST (bioMerieux, France) gibi hazir ticari test sistemleri
kullanilmaktadir. Bunlarin igerisinde en yaygin kullanilanlar API sistemleridir (64,
65).

ID 32C (bioMerieux, France) sistemi givenilir, fakat 24-72 saatte sonug
veren, zaman alic1 bir yontemdir. 24 karbohidrat, 5 organik asit asimilasyonu,
eskiilin hidrolizi ve siklohekzimid duyarliliginin tespitine dayanan, 32 kuyucuktan

olusan bir tanimlama sistemidir. Test paneli 30°C’da inkiibe edilir, 24-48 ve 72.
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saatlerde reaksiyonlar kuyucuklardaki bulanikliga gore degerlendirme yapilir (65,
66). 64 maya tiiriinii glivenilir bir sekilde tanimlayabildigi i¢in ¢ogu arastirici bu
sistemi standart sistem olarak kullanmaktadirlar. 43 maya tiiriinii tanimlayabilen
API 20 C (bioMerieux, France) sistemi de benzer bir sistem olup, 19 karbonhidrat
asimilasyonunu degerlendiren negatif kontrolii ile birlikte 20 kuyucuklu bir testtir.
ID 32 C (bioMérieux, France) ile ayni inkiibasyon sartlarina sahiptir (64, 67).
VITEK 2/YST (bioMerieux, France) kart ise tam otomatize bir sistem olup
kullanilan VITEK 2/YST (bioMerieux, France) kart1 53 tiir mayay1, karbohidrat ve
organik asit asimilasyon profilleri ile oksidaz ve arilamidaz aktivitelerini, floresan
temelli bir yontemle tespit ederek tanimlamaktadir. 15 saatlik bir inkiibasyondan
sonra  Oletiigii  degerleri  kendi  kitlphanesiyle karsilastirarak — sonucu

bildirebilmektedir (68).

Kromojenik Besiyerleri

Besiyerine belirli substratlarin ve kromojenlerin eklenmesi, 6zgiil enzimatik
aktivite oOzellikleri ile belirli mayalarin saptanmasina olanak saglamaktadir.
CHROMagar Candida, C. albicans, C.tropicalis, ve C. krusei’nin es zamanli
izolasyonu ve 6n tanisi i¢in kullanilabilecek bu tip bir besiyeridir. CHROMagar
mantarlar igin segicidir ve bu besiyerinin kullanimi, organizmanin 6n tanisi igin
gecen siireyi kisaltmaktadir. Ayrica bu besiyeri, farkli Candida tdrlerinin
olusturdugu karakteristik koloni renkleri ile ¢oklu maya tiirinlin bulundugu

orneklerde mayalarin kolayca tespitine olanak saglar (69).
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Hizlhh Tamida Neler Kullamlabilir?

Ciddi mantar enfeksiyonlari i¢in hizli, duyarl ve 6zgiil tan testleri, etkene
yonelik 6zgilin tedavinin daha erken ve dogru sekilde uygulanmasia olanak
saglayacaktir. Bu baglamda, antikor ve antijenleri, metabolitleri ve mantara 6zgul

nukleik asitleri saptayan testlerin biiyiik nemi vardir.

Serolojik Yontemler

Serumda mantar elemanlarina karsi olusan antikor veya mantara ait antijen
titrelerinin saptanmasi, mantar enfeksiyonlarinin tanisinda yararli olabilir. Kiltur
ile tamimlama altin standart kabul edilmekle birlikte serolojik testler ile
kiyaslandiginda, serolojik yontemler enfeksiyon hakkinda daha hizli sonug
saglamaktadir.  Klinisyenlerin  tedavi  yonetiminde ilk  bagvurduklar
yontemlerdendir. Seri olarak izlendiginde antikor antijen titreleri hastaligin seyri
konusunda da bilgi vericidir. Ancak invaziv mantar enfeksiyonlarinin kesin tanisi
icin yeterli duyarliliga ve 6zgiilliige sahip degildirler (70).

1) Immiinodiffiizyon (ID): Kolay ve pahali olmayan bir yontemdir, ama
duyarlilig: diisiiktiir, bu da tedavi izlemede kullanilmamasina neden olmaktadir.

2) Counter Immiinelektroforez (CIE): Daha duyarli ve kolay bir yontemdir.

3) Kompleman Fiksasyon Testi

4) Radioimmiunassay (RIA)

5) ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

Candida igin ID ve CIE kolay ve pahali olmayan yontemlerdir. Ama

duyarlilig1 disiiktiir. Mukozal kolonizasyon nedeniyle yanlis pozitiflik ya da
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immiin yetmezlikli hastalarda yanlis negatiflik verebilir.

Candida igin mannan antijenleri ve anti-mannan antikorlarini saptayan
immdunolojik yontemler guinimuzde ticari olarak bulunmaktadir (71). Candida igin
diger bir hiicre duvari bileseni 1,3-beta-glukandir. Bu antijen Candida ve
Aspergillus ile enfekte olmus hasta serumlarinda, limulus lizat testi ile saptanabilir

(70).

Molekiiler Ydntemler

Kan Kkiiltiiri sepsis hastalarinda tanida altin standart olmakla birlikte
mikroorganizma tespiti agisindan duyarlili: diistiktiir. Sadece kiiltiirii yapilabilen
mikroorganizmalar1 tespit etmekte, ge¢ ilireyen mikroorganizmalarin tespitinde
yanlis negatiflikler vermektedir. Ayrica uzun siiren inkiibasyon tanimlamayi
geciktirmektedir. Bu nedenle ¢esitli molekiiler tan1 yontemleri gelistirilmistir (52,
72).

Molekiiler tanimlama yontemleri; gerek klinik materyalde mayalarin
varliginin gosterilmesi ve tanimlamasinda, gerekse klinik orneklerden izole edilen
mayalarin tanimlanmasinda hizli ve giivenilir testler olarak kullanima girmistir.
Duyarlilig1 rutinde uygulanan testlere gére daha yiiksektir ve bu testler daha hizli
sonu¢ vermektedir (73, 74). Molekiiler yontemler sadece mantari tanimlamak igin
degil, ilag direncini saptama ve epidemiyolojik tiplendirme amact ile de
kullanilabilir. Bunlarin disinda son yillarda, gen dizi analizine dayali molekiiler
uygulama yoOntemleri, basta Candida tirleri olmak {izere mantarlarin

tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Fakat tiim bu yontemlerin 6zel laboratuvar
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kosullar1 ve yiiksek maliyet gerektirmeleri nedeniyle rutinde kullanimlari kisithidir.
Bu yontemler rutin tamimlamada kullanilmaktan ¢ok, arastirma amagh
kullanilmaktadir. Bu yontemler arasinda en sik kullanilanlar nested PZR (Polimeraz
zincir reaksiyonu), klasik PZR ve son yillarda duyarlilik ve 6zgiilliikk agisindan one
¢ikan gergek zamanli PZRdir (75-77).

Pozitif kan kiiltiir sisesine direk molekiiler yontemler uygulanmasi da bagka
bir yontemdir. Bunun i¢in FDA (Food and Drug Administration) onayli iki genis
panel bulunmaktadir. (FilmArray Blood Culture Identification (BCID) Panel-
BioFire Diagnostics, ABD; Verigene-Nanosphere, ABD) Gram negatifleri, gram
pozitif bakterileri ve mayalar1 1-4 saat igerisinde tanimlayabilmektedir. Ama pahali

olmalar1 nedeniyle rutinde kullanilmamaktadir (59).

Matrix-Assisted Laser Desorption lonization—Time of Flight (MALDI-TOF MS)

Tire ozglil peptid ve protein kiitle kaliplarimi  kullanarak
mikroorganizmalar1 tanimlamaktadir. Cok ¢esitli bakterilerin tanimlanmasinda son
derece dogru oldugu ve son zamanlarda mayalarin da hizli tan1 ve giivenilir tanisina
olanak saglayan giivenilir bir arag oldugu gosterilmistir (78).

Bu yontem mantar hicrelerinden proteinlerin ekstraksiyonu temeline
dayanir. Materyalin bir alan (grid) tizerine konulmasini ve alanin matriks ile
kaplanmasini igerir. Matrix zayif asit ¢ozeltisidir ve kolayca proton verir. Lazer
1s1n1n1 tutar ve ortamin 1sinmasini saglar bu sayede molekiiller yiizeyden ayrilir ve
matrixten aldig1 proton ile pozitif yiiklenir. Iyonize olup ayrilan bu molekiiller

tiiplin icerisinde yiiksek elektrik akimi sayesinde algilayiciya dogru hizlandirilir.
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Molekiillerin pargalanmamasi ve hava molekiillerine carpmamast i¢in tiipiin igerisi
bosaltilir. Molekiil agirligina gore yiiksek molekiil agirliginda olanlar daha yavas,
diisiik molekiil agirliginda olanlar daha hizli algilayictya ulasir ve kiitle spektrum

hizlica olusturulur, referans veri tabani ile karsilastirilir.

Sekil 5. MALDI-TOF MS tanimlama sisteminde ¢alisma prensibi
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Yapilan ¢alismalarda MALDI-TOF MS sisteminin diisiik sarf harcamasi,
sonuglarinin kolay yorumu ve hizli devir siiresi gibi avantajlari oldugu, yiliksek

derecede dogru sonug verdigi gosterilmistir (70).
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Sekil 6. MALDI-TOF MS cihazi1 (VITEK MS)

Pozitif kan kiiltiirii siselerinden ekilen plaklarda iireyen bakteriyi ya da
mayayt MALDI-TOF MS ile tanimlama FDA onay1 almistir. Son zamanlarda bazi
calismalarda pozitif kan kiiltiir sisesinden direk MALDI-TOF MS tanimlamasi
yapilmaya baglanmistir. Sisenin i¢eriginde bulunan sivi; kan bilesenleri, besiyeri ve
baska makromolekiiller nedeniyle tanimlama yapilmadan 6nce yikama, liziz gibi
cesitli islemlerden ge¢melidir. Birgok calismada bunun igin ¢esitli protokoller
gelistirilmistir (80, 81). Bunun igin cesitli ticari Kitler de (Sepsityper,Bruker
Daltonics, Germany) iiretilmistir. Ama sonuglar plaktan tanimlamadaki kadar
basarili degildir (59). Buna sebep olarak kan hucreleri proteinlerinin
spektrumlarinin karigmasi, sise igeriginde komiir varligr ya da mikroorganizma

miktariin az olmasi gosterilmistir (82).

21



Peptid Nikleik Asit (PNA)-Floresan in Situ Hibridizasyon (FISH)

PNA-FISH testleri, florasan ile isaretli PNA problari Candida turlerini
ribozomal nikleik asitlerini (rRNAS) saptamaktadir. Bu yontemde, pozitif kan
kiiltiir sigesi igeriginden direkt olarak hazirlanan preparata problar eklenir ve 90
dakika hibridize edilir. Preparatlar daha sonra florasan mikroskobu ile incelenir
(70). Bu testin, kan kultiriinden direkt olarak Candida tirlerinin tanimlanmasinda
yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahip oldugu gosterilmistir (83-87).

Bu yaklasim tamimlamada kullanilan konvansiyonel yoOntemlerle
kiyaslandiginda, 24-48 saat zaman kazanci saglayabilir. Boylece klinisyenlere
pozitif kan kiiltiir sonuglari ile birlikte, tanimlanan maya ile ilgili bilgi de verilmis
olur. Ayrica erken tani ile dogru antifungalin kullanilmaya baslanmasi maliyet

acisindan da yarar saglamaktadir (85).

Calismamizdaki amacimiz laboratuvarimiza gelen kan kiltiirlerinde
saptanan mayalarin dagilimin1 ve Ureme sirelerini belirlemek, bu etkenlerin
tanimlanmasini saglayan rutinde kullandigimiz karbonhidrat asimilasyon yontemi
ile MALDI_TOF MS yonteminin tanimlama siirelerini karsilastirmak ve bu
etkenlerin kan kiiltiirii siselerinde tiremesini hizlandirabilecek yeni yaklasimlar

gelistirmektir.
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GEREC VE YONTEM

Cahsmada kullanilan kokenler

Calismada C. albicans ATCC (American Type Culture Collection) 10231,
C. parapsilosis ATCC 22019, C. glabrata ATCC 90030 kokenleri kullanildi.
Ayrica klinik orneklerden elde ettigimiz E.coli, K. pneumoniae, Enterococcus

feacalis, Staphlococcus aureus izolatlar1 kullanilda.

Kullanilan Arag ve Gerecler

Kullanilan Cihazlar

o Otoklav (Hirayama)

o Etlv (Nive)

. Buzdolabi (Ugur)

o Otomatik Pipet

o Hassas Terazi (Kren)

o Vortex (Velp)

o Vitek MS (bioMeriux)

o Mc Farland Cihazi(bioMerieux)

o BacT/Alert Kan Kiiltiir Cihaz1 (bioMerieux)

o Gram Boyama Cihazi (bioMerieux)

Kullanilan Ticari Kitler

o API ID 32C (bioMerieux)

o VITEK MS tanimlama kiti (bioMerieux)
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Kullanilan Kimvyasal Maddeler

o Potasyum Bisulfat(Sigma)

Si1gir Serum Albumin(Multicell)
o Eritrosit Lizis Sollsyonu(Roche)
o PBS(Amresco)

o Matrix Solusyonu (bioMerieux)

o Formik Asit (bioMerieux)

Kullanilan Besiveleri

. Maya icin 6zel besiyeri

Mayalar1 kan kiiltiir cihazinda daha hizli tiretebilmek i¢in tarafimizdan 6zel
besiyeri hazirlanmistir. Beyin kalp infizyon agar (Conda) 7,1 g 200 ml distile su
icerisinde ¢ozdiiriildii. Icerisine % 0,1 derisiminde olacak sekilde potasyum bisiilfat
(Sigma) eklendi. Otoklav (Hirayama) cihazinda 121°C’ de 15 dakika otoklavlandi.
Membran filtreden gecirilen %1°lik serum sigir albiimin (Multicell) 4 ml
miktarinda, hazirlanan besiyerine eklendi. Daha sonra hazirlanan bu 6zel besiyeri
aerobik ve anaerobik kan kiiltiir siselerine, sise i¢eriginin % 10’u olacak sekilde,

aerobik siseye 3 ml ve anaerobik siseye 4 ml enjektor araciligiyla eklendi.

° Kullanilan diger besiverleri

Calismamizda BacT/Alert (bioMeriux, France) kan kiiltiir cihazi igin

uretilen aerobik (FA) ve anaerobik (FN) kan kiiltiir siseleri tiim seri diliisyonlar i¢in
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karsilastirma amacli hem mantar 6zel besiyeri eklenmis hem de eklenmemis olarak
kullanildi.

Kan kiiltiir cihazinin pozitif sinyal verdigi siselerden inokiilasyon yapmak
Uzere dUretici firmadan hazir olarak satin alinan koyun kanli besiyeri (bioMerieux,

France) ve SDA (bioMerieux, France) kullanildi.

. Simiilasyon amacli hazirlanan kan kiiltiir siseleri

Hastanemiz kan merkezinden temin edilen zamani gegmis insan eritrosit
slispansiyonudan 10 ml olacak sekilde siselere enjektor araciligiyla konuldu.

Calismamizda 1-5 x108 maya konsantrasyonunda 0,5 Mc Farland él¢iisiinde
ayarlanan Candida kokenlerinin 103, 102, 10! hiicre/ml maya konsantrasyonunda
olacak sekilde seri diliisyonlar1 yapildi. Bu diliisyonlardan maya i¢in hazirlanan
0zel besiyeri eklenmis ve eklenmemis aerobik ve anaerobik kan kiiltiir siselerinin
her birine 1 ml maya suspansiyonu eklendi. Her sustan 12 kan Kiltiir sisesi
hazirlandi.

Hazirlanan bu siseler bekletilmeden inkiibasyon i¢in aerobik siseler i¢in 5
giin anaerobik siseler i¢in 7 giin olmak tizere kan kiiltiir cihazinda inkiibasyona
birakildi. Cihaza yerlestirildigi saat ve pozitif sinyal veren siselerin pozitiflik
verdigi saat kaydedildi. Ozel besiyeri eklenmis ve eklenmemis siselerin iireme

zamanlari karsilastirildi.
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Mayalar 6nce

stispansiyonda 1-5x10°

cfu/ml olacak sekilde

Hazirladigimiz 6zel maya
besiyeri sise besiyerinin
% 10’u olacak sekilde

ayarlandi. Daha sonra 1000, eklendi.

100, 10 hicre/ml

diliisyonlar1 hazirlandi.

Her siseye 10 ml
saglikli insan
eritrosit
suspansiyonu
eklendi.

Hazirlanan siselere 1 ml sirasiyla 103, 102, 10!
hiicre/ml konsantrasyonlarinda maya siispansiyonu
eklendi. Ve inkiibasyon amaciyla cihaza ytiklendi.

Sekil 7.Calismamizdaki is akis1
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Candida izolasyon ve tanimlama
Sinyal veren kan kiiltiir siselerinden gram boyama yapildi ve maya hiicreleri
goriildii. Koyun kanli besiyerine enjektor araciligiyla alinan 0,5 ml kan inokiile

edildi. 37°C’de 24-48 saat olacak sekilde etiivde inkiibasyona birakildi.

Siseden direk MALDI-TOF MS tamimlama yapilmasi

Pozitif sinyal veren siseden enjektorle 1 ml sivi alinip 2 ml’lik kapakl
ependorf icine konuldu. -20°C’de 5 dakika bekletildi. Eritrositleri parcalamak
amacli 3 ml lizis buffer kullanild: 10.000 devirde santrifijj edildi. Ust kisimdaki sivi
dokildu. Dipte kalan pellet beyaz renge donene kadar ayni islem tekrar edildi.
Uzerine 1 ml stop sollisyonu (PBS) eklendi. Materyal metal slayta yayildi. Uzerine
0,5 Wl % 25 formik asit ve 1 pl matriks soliisyonu CHCA (a-cyano-4-
hydroxycinnamic acid) eklendi. Kalite kontrol kokeni olarak E.coli 8739 kullanidi.
Hazirlanan slayt 1-2 dk kurumaya birakildi ve firmanimn onerileri dogrultusunda

VITEK MS cihazi kullanilarak tanimlama yapildi

Ureme olan besiyerinden koloniye MALDI-TOF MS tanimlama yapilmasi
Maya tiiremesi olan kanli besiyerinden ireticinin Onerdigi sekilde metal
slayta 24 saatlik kolonilerinden bir parga, dze yardimiyla alindi. VITEK MS
tanimlama slayt1 (target slayt) iizerinde bulunan, 3 tanesi kalite kontrol i¢in
kullanilan 51 adet kuyucuktan (spot) her birine bir adet kdken olacak sekilde ince
bir tabaka halinde yayild1. 0,5 pl % 25 formik asit ve 1 pl matriks soliisyonu CHCA
(a-cyano-4-hydroxycinnamic acid) eklendi. Kalite kontrol kokeni olarak E.coli

8739 kullanidi. Hazirlanan slayt 1-2 dk kurumaya birakildi ve firmanin 6nerileri
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dogrultusunda VITEK MS cihazi kullanilarak tanimlama yapildi
Simiile tiim kan kiltir siseleri, kan kiiltiir cihazina konulduktan itibaren
mayanin isimlendirmesine kadar gegen siire rutin tanimlama siiresiyle

karsilastirilmak tizere kaydedildi.

Rutin maya tanimlama

SDA besiyerine ekilen mayalara germ tlip yapildi. Tanimlamanin
dogrulugunun kanitlanmasi amaciyla tiim mayalara ID 32C (bioMerieux, France)
ile tanimlama yapildi. Prosedure uygun olarak maya kolonisinden bir miktar
alinarak 2 ml’lik mediumda 0,5 MF bulaniklik ayarlandi. 7 mI’lik mediumdan 135
pl alinip negatif kontrol kuyucuguna konuldu. 2 m1’lik mediumdan 250 pl alinip 7
ml’lik mediuma konuldu. Daha sonra 7 ml’lik mediumdan 135 pl alinarak
kuyucuklara konuldu. Etiivde 24 saat inkiibasyona birakildi.

Kan kiltiir sigeleri cihaza konulmasindan itibaren mayalarin
tanimlanmasina kadar gecen stire MALDI-TOF MS yontemiyle karsilastirilmak

uzere kaydedildi.
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Pozitif kan kiiltiir sisesi

Gram boyama yapildi

i
\

\

\".

\
\“\

Pozitif siseden kanli ve SDA’ya
pasaj yapildi.

/N

VITEK MS
calisildi.

ID 32C ¢aligild.

Sekil 8.Calismamizdaki is akisi (devami)
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Ozel mantar besiyerinin bakterilere etkisi

Calismada kullandigimiz kan kiiltiir sigelerine eklenen 6zel mantar
besiyerinin bakterilerin iiremesinde etkisi olup olmadigint gozlemlemek amaciyla
laboratuvarimiza gelen klinik 6rneklerden izole edilen E.coli, K. pneumoniae, S.
Aureus, E. feacalis bakterileri, 6zel mantar besiyeri iceren aerobik kan kuiltur

siselerine 102 konsantrasyonda ekildi. Ekilen dort bakterinin de iiredigi gozlendi.

Laboratuvarimiza gelen kan kiiltiirleri
Laboratuvarimiza 03/12/2016 ile 17/04/2018 tarihleri arasinda cesitli
Kliniklerden gelen kan kulturlerinde maya remesi olanlarda, mayanin tiirii ve

ureme zamani kaydedildi. Tiirlere gore lireme zamanlar1 karsilastirildi.
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BULGULAR

Calismada kullanilan C. albicans ATCC (American Type Culture
Collection) 10231, C. parapsilosis ATCC 22019, C. glabrata ATCC 90030
kokenleri ii¢ farkli konsantrasyonda (101, 10%, 10 hiicre/ml) ve dort farkli kan
kaltur sisesine (Bact/Alert Aerobic/FA Medium, Bact/Alert Anaerobic/FAN
Medium, ve 0zel maya besiyeri eklenmis Aerobic/FA ve Anaerobic/FAN Medium)
inokiilasyonu yapilmistir. Bu islem iki kez tekrar edilmistir. Buna gore kdkenlerin
konsantrasyon ve siselere gore pozitif sinyal verme sureleri Sekil 4.1, 4.2, 4.3’te

Ozetlenmistir.

Candida albicans

B 30.57
Ozel mantar besiyeri eklenmis anaerobik sise
) 25.37
Ozel mantar besiyeri eklenmis aerobik sise
Anaerobik sise
29.02

Aerobik sise

19.31

o

5 10 15 20 25 30 35

m10 =100 =1000

Sekil 9. C. albicans kokeninin konsantrasyon ve siselere gore sinyal siireleri(saat)
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Candida glabrata

) 16.02
Ozel mantar besiyeri eklenmis anaerobik sise

) 15.48
Ozel mantar besiyeri eklenmis aerobik sise

16.35
Anaerobik sise

15.82
Aerobik sise 3.28
10.93

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.0012.0014.0016.0018.00

10 =100 = 1000

Sekil 10. C. glabrata izolatlarinin konsantrasyon ve siselere gore sinyal siireleri

(saat)

Candida parapsilosis

0

Ozel mantar besiyeri eklenmis anaerobik sise 28.33
25.87
31.85
Ozel mantar besiyeri eklenmis aerobik sise 27.17
22.17
0

Anaerobik sise 28.33
22.80

31.85
Aerobik sise 26.70
22.33
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00

m10 =100 m1000

Sekil 11. C. parapsilosis kdkenlerinin konsantrasyon ve siselere gore sinyal

streleri (saat)
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Elde ettigimiz verilere gore pozitif sinyal siiresinin; sisenin tipine, Candida
tdrune ve siselerin icindeki maya konsantrasyonuna gore degistigi belirlendi.

Siselerin besiyerine gore ortalama sinyal siireleri istatiksel olarak hesaplandi
ve Tablo 4.1.’de gosterildi. Bu verilere gore aerobik sise, anaerobik sise, 6zel
mantar besiyeri eklenmis aerobik ve anaerobik kan kiiltiir sigselerinde ortalama
Ureme suresi sirastyla yaklasik olarak 21,5; 19,5; 20,5 ve 21 saat olarak bulundu.
Bu sonuclara gore en uzun slrede aerobik sise pozitif sinyal verirken anaerobik
sisenin ortalama olarak en kisa siirede pozitif sinyal siiresi verdigi belirlendi.
Burada dikkat edilmesi gereken nokta tiim aerobik siselerde iireme saptanmasina
ragmen anaerobik siselerde C. parapsilosis ve C. albicans kokenlerinde 10
hiicre/sise konsantrasyonda iki kere deneme yapilmasina ragmen iireme
saptanamamis olmasidir. Ayni konsantrasyonda 6zel mantar besiyeri eklenmis
anaerobik siselerde ise tireme oldugu gozlendi.

Ozel mantar besiyeri eklenmis aerobik siselerde ortalama iireme siiresi
eklenmemis aerobik siselerdeki ortalama iireme siiresine gore daha kisa oldugu
saptand1. Ozel mantar besiyeri eklenmis anaerobik sise ortalama sinyal stiresi olarak
anaerobik sise ile kiyaslaninca daha geg pozitiflik verdigi belirlendi.

Aerobik sise, anaerobik sise, 6zel mantar besiyeri eklenmis aerobik sise ve
0zel mantar besiyeri eklenmis anaerobik sisede en kisa pozitiflik streleri 11; 11;
10,5; 12 ve en uzun pozitiflik slreleri yaklasik olarak sirasiyla 32; 28,5; 32; 30,5

saat olarak saptandi.
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Tablo 3. Besiyerine gore siselerin ortalama iireme siireleri (saat)

Besiyeri Mean N Minimum Maximum
Aerobik sise 21,42 9 10,93 31,85
Anaerobik sise 19,32 7 11,60 28,33
Ozel mantar besiyeri eklenmis
20,64 9 10,37 31,85
aerobik sise
Ozel mantar besiyeri eklenmis
20,86 8 11,45 30,57
anaerobik sise
Toplam 20,62 33 10,37 31,85

Tablo 4.2°de kokenlere gore ortalama Ureme siireleri karsilagtirildi. Buna
gore C. albicans, C. glabrata ve C. parapsilosis ortalama sinyal slreleri ortalama
yaklagik olarak 23; 13,5; 26 saat olarak saptandi. C. glabrata en kisa siirede sinyal
veren koken olarak saptanirken C. parapsilosis en uzun sirede sinyal veren kdken
olarak bulundu. Tabloya gore C. glabrata tiim konsantrasyonlarda diger kokenlere

gore tiim siselerde daha erken pozitiflik vermistir.
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Tablo 4. Turlere gore ortalama Ureme sireleri

Mikroorganizma Mean N Minimum Maximum
C.albicans 22,9018 11 17,04 30,57
C.glabrata 13,4508 12 10,37 16,35

C.parapsilosis 26,7400 10 22,17 31,85
Toplam 20,6282 33 10,37 31,85

Tablo 4.3.’te tiirlerin siselere gore ortalama tireme slreleri birbirleri ile
karsilastirildi. Bu tabloya gore C.albicans ortalama 21,5 saat ile anaerobik sisede
en kisa siirede iiredi. 23,9 saatte en uzun siirede aerobik sisede iiredi. Ama anaerobik
sisede 10 hiicre/ml konsantrasyonda iki kere deneme yapilmasina ragmen iireme
saglanamadi. Tiim sigelerde ortalama 22,9 saatte pozitiflik verdigi gozlendi.

C. glabrata 6zel mantar besiyeri eklenmis aerobik sisede en kisa slirede
(ortalama 12,95 saat) treme gozlendi. En uzun sirede (13,81 saat) 6zel mantar
besiyeri eklenmis anaerobik sisede iiredigi gozlendi.

C. parapsilosis’ de en kisa siirede (25,52 saat) anaerobik sisede Ureme
saptand1. Fakat C. parapsilosis’in 10 hiicre/sise konsantrasyonda anaerobik ve 6zel
mantar besiyeri eklenmis anaerobik sisede iireme saptanmadi.

Anaerobik sigelere 6zel mantar besiyeri eklenmesi tiim kokenlerde tireme
zamanini uzatmistir. Aerobik siselere 6zel mantar besiyeri eklenmesiyle ise C.

glabrata ve C. albicans’ta iireme siiresini kisalttig1 gézlendi.
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Tablo 5. Siselerin tiirlere gore ortalama {ireme siirelerinin karsilastirilmasi (saat)

Mikroorganizm

3 Besiyeri Mean N Minimum Maximum
Aerobik sise 23,96 3 19,31 29,02
Anaerobik sise 21,52 2 18,23 24,81
Ozel mantar
_ besiyeri eklenmis 21,91 3 18,66 25,37
C.albicans acrobik sise
Ozel mantar
besiyeri eklenmis 23,75 3 17,04 30,57
anaerobik sise
Toplam 2290 11 17,04 30,57
Aerobik sise 13,34 10,93 15,82
Anaerobik sise 13,69 11,60 16,35
Ozel mantar
besiyeri eklenmis 12,95 3 10,37 15,48
C.glabrata aerobik sise
Ozel mantar
besiyeri eklenmis 13,81 3 11,45 16,02
anaerobik sise
Toplam 13,45 12 10,37 16,35
Aerobik sise 26,96 3 22,33 31,85
Anaerobik sise 25,56 2 22,80 28,33
Ozel mantar
_ Dbesiyeri eklenmis 27,06 3 22,17 31,85
C.parapsilosis aerobik sise
Ozel mantar
besiyeri eklenmis 27,10 2 25,87 28,33
anaerobik sise
Toplam 26,74 10 22,17 31,85
Aerobik sise 21,42 9 10,93 31,85
Anaerobik sise 19,32 7 11,60 28,33
Ozel mantar
besiyeri eklenmis 20,64 9 10,37 31,85
Toplam aerobik sise
Ozel mantar
besiyeri eklenmis 20,86 8 11,45 30,57
anaerobik sise
Toplam 20,62 33 10,37 31,85
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Ayrica Sekil 4.1, 4.2, 4.3’te konsantrasyonlara gore iireme siireleri
karsilagtirildiginda hiicre sayisinin fazla olmasinin sinyal siiresini kisalttigi

saptandi.

37



Candida albicans

M Sinyal sliresi M Gram boyama mKdltir ™ Germtlip ™ Vitek MS mID32c

Ozel maya besiyeri eklenmis aerobik sise (MS) _.— 0.53
Ozel maya besiyeri eklenmis aerobik sise (ID 32C) _—
Ozel maya besiyeri eklenmis anaerobik sise (MS) _.— 0.53
Ozel maya besiyeri eklenmis anaerobik sise (ID 32C) _—

0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00
Sekil 12. C. albicans’in tanimlanmasinda ID 32C ve VITEK MS’in karsilastiriimasi

80.00
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Candida glabrata

M Sinyal sliresi W Gram boyama MW Kudltir ™ Germtip ™ Vitek MS | m1D32c

Ozel maya besiyeri eklenmis aerobik sise (MS) _. 0.53
Ozel maya besiyeri eklenmis aerobik sise (ID 32C) _—
Ozel maya besiyeri eklenmis anaerobik sise (MS) _. 0.53
Ozel maya besiyeri eklenmis anaerobik sise (ID 32C) __

0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0

Sekil 13. C. glabrata’nin tanimlanmasinda ID 32C ve VITEK MS’in karsilastirilmasi
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Candida parapsilosis

H Sinyal sliresi M Gram boyama B Kiltir = Germtip ™Vitek MS ™®ID32c

Ozel maya besiyeri eklenmis aerobik sise (MS) _ 0.53
Ozel maya besiyeri eklenmis aerobik sise (ID 32C) _
Ozel maya besiyeri eklenmis anaerobik sise (MS) _. 0.53
Ozel maya besiyeri eklenmis anaerobik sise (ID 32C) _—

0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00

Sekil 14. C. parapsilosis’in tanimlanmasinda ID 32C ve VITEK MS’in karsilastirilmasi

80.00
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Ortalama

B Sinyal siresi M Gram boyama mBKiltir = Germtip ™Vitek MS ™®ID32c

Ozel maya besiyeri eklenmis aerobik sise (MS) _ 0.53
Ozel maya besiyeri eklenmis aerobik sise (ID 32C) _
Ozel maya besiyeri eklenmis anaerobik sise (MS) _ 0.53

Ozel maya besiyeri eklenmis anaerobik sise (ID 32C)

0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0

Sekil 15. Tiim kokenlerin tanimlanmasinda ID 32C ve VITEK MS’in karsilastirilmasi

80.0
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Sekil 4.4, 4.5, 4.6’ da pozitiflik veren kan kiiltiir siselerindeki maya
etkenlerini laboratuvarimizda uyguladigimiz rutin yontemlerle tanimlamada gegen
stre, VITEK MS tanimlamasinda gegen sure ile karsilastirildi.

Tiim kokenler kan kiiltlir cihazinda sinyal verdikten sonra kanli besiyerine
ekim yapildi. Mikrokoloniler olusana kadar ekim yapilan plaklar takip edildi.
Kolonilerin tGreme suresi C. parapsilosis ve C. albicans’ta ortalama 20 saat, C.
glabrata’da ortalama 23 saat olarak belirlendi. Koloniye gram boyama yapildi ve
germ tlip yontemi uygulandi. Gram boyamanin yaklasik 15 dakika, germ tip icin
ise 2 saat beklendi. Daha sonra rutinde uyguladigimiz ID 32C kiti ile tanimlama
yapildi. Ayrica Vitek MS ile tanimlama yapildi. ID 32C ile tanimlamada gegen siire
tiim kokenlerde ortalama 22 saat olarak saptandi. Vitek MS ile tanimlamada gegen
stire ise yaklasik 32 dakika olarak belirlendi.

Bu islemler sonucunda ortalama olarak ID 32C ve VITEK MS yontemi ile
tanimlama stiresi C. albicans igin aerobik sise, anaerobik sise, 6zel mantar besiyeri
eklenmis aerobik sise ve 6zel mantar besiyeri eklenmis anaerobik sisede sirasiyla
68,2; 65,8; 66,2 ve 68 saat olarak belirlendi. VITEK MS ile sirasiyla 46,7; 44,3;
44,7; 46,5 saat olarak bulundu. Yani 6zel mantar besiyeri eklenmis aerobik sise ile
Vitek MS tanimlamada yaklasik 21,5 saat daha kisa siirede C. albicans tanimlandi.

C. glabrata igin aerobik sise, anacrobik sise, 6zel mantar besiyeri eklenmis
aerobik sigse ve 6zel mantar besiyeri eklenmis anaerobik sisede sirasiyla 61, 61, 60,
61 saat olarak belirlendi. VITEK MS ile sirastyla 39, 39, 39, 40 saat olarak bulundu.
Ozel mantar besiyerinin eklenmesinden bagimsiz olarak tiim siselerde VITEK MS

ile tanimlama yaklasik 21,5 saat daha erken saglandi.
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C. parapsilosis igin aerobik sise, anaerobik sise, 6zel mantar besiyeri
eklenmis aerobik sise ve 0zel mantar besiyeri eklenmis anaerobik sisede sirasiyla
71,2; 69,8; 71,3; 71,4 saat olarak belirlendi. VITEK MS ile sirasiyla 49,7; 48,3;
49,8; 49,9 saat olarak bulundu. Ozel mantar besiyerinin eklenmesinden bagimsiz
olarak tiim siselerde VITEK MS ile tamimlama yaklasik 21,5 saat daha erken
saglandi.

Tum kokenlerin ID32C ve VITEK MS ortalama tanimlanma siireleri Sekil
4.7°de karsilastirildi. Buna gore VITEK MS sistemi aerobik sise, anaerobik sise,
0zel besiyeri eklenmis aerobik sise ve 0zel besiyeri eklenmis anaerobik sisede
sirastyla 45,2; 43,1; 44,4; 44,6 saatte maya kokenlerini tanimladi. ID 32C ise ayn1
siselerde sirasiyla 66,6; 64,5; 65,8; 66,1 saatte maya kokenlerini tanimladi. Bu
sonuclara gore VITEK MS’in ID 32C’ye gore mayalar1 yaklasik 21,5 saat daha
erken tanimladig1 goriildii.

Tablo 4.4’te 03/12/2016 tarihinden 17/04/2018 tarihine kadar
laboratuvarimiza gelen kan kiiltiirlerinde maya iiremesi olanlarin tiirlere gore giin
bazinda lireme zamanlar1 ve tiirlerin iireme oranlar1 karsilastirildi. Tabloya gore C.
albicans % 50.7 ile en ¢ok iireyen tiir olarak saptanirken ikinci siklikta C. tropicalis
(% 13.4) ve C. glabrata (% 13.4) saptand1. C. parapsilosis (% 10.4), C. kefyr (% 6)
C. sake (% 3), C. gulliermondii (% 1.5) ve C. lusitaniae (% 1.5) sirasiyla azalan
sikliklarda saptandi. Ortalama tireme zamani karsilastirildiginda en uzun siirede C.
glabrata’nin iiredigi en kisa siirede ise C. lusitaniae ve C. guilliermondii’nin
iredigi saptanmistir. Fakat bu iki mayanin az sayida olmasi géz Oniinde

bulundurulmalidir.
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Tablo 6. Tiirlere gore giin bazinda ortalama iireme siireleri (saat) ve saptanma

oranlar1(%)
Ortalama
Tar Sayr  Minimum Maximum  Siklik(%)
(gtin)
Candida albicans 1,62 34 1 3 50,7
Candida glabrata 2,89 9 1 4 13,4
Candida
1,00 1 1 1 15
guilliermondi
Candida kefyr 1,50 4 1 2 6,0
Candida lusitaniae 1,00 1 1 1 15
Candida parapsilosis 2,00 7 2 2 10,4
Candida sake 1,50 2 1 2 3,0
Candida tropicalis 1,67 9 1 3 13,4
Toplam 1,81 67 1 4 100,0

Ortalama olarak baktigimizda C. lusitaniae ve C. guilliermondii’nin tGreme
zamanlar1 kisa olarak goriinse de Tablo 4.5.’e baktigimizda diger tiirlerin de birinci
giinde sinyal verebildikleri gozlenmistir. Ayrica kan kiiltiirtindeki fungal yiik,
hastanin tedavi alip almadigi, siseye konulan kan miktar1 gibi etkenler sinyal

zamanini etkilemektedir.
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Tablo 7. Tirlerin giin bazinda tireme sayilari

1 2 3 4 Toplam
Candida albicans 15 17 2 0 34
Candida glabrata 1 2 3 3 9

Candida
1 0 0 0 1
guilliermondi

Tar Candida kefyr 2 2 0 0 4
Candida lusitaniae 1 0 0 0 1
Candida parapsilosis 0 7 0 0 7
Candida sake 1 1 0 0 2
Candida tropicalis 4 4 1 0 9
Toplam 25 33 6 3 67

Tablo 4.5.7e gore C. glabrata hari¢ tiim trlerin sinyal streleri en ge¢ 3.gln
olarak saptandi. C. albicans daha ¢ok 1 veya 2. giinler sinyal verdigi C.

parapsilosis’in ise sadece 2. giin sinyal verdigi saptandi
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TARTISMA

Candida’ya bagli hastane kaynakli kan dolasimi enfeksiyonlar1 tim
dinyada git gide artmakta su anda tiim kan dolagim1 enfeksiyonlarina neden olan
etkenler arasinda dordiincii sirada bulunmaktadir (31, 88, 89).

Diinyanin pek ¢ok bolgesinde C.albicans kan dolagimi infeksiyonlarinda en
sik izole edilen Candida tiirii olmustur. Bununla birlikte C. albicans tiirleri disinda
C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata gibi tiirler de siklikla izole
edilmeye baglanmistir.(90, 91) Pfaller ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada 2004-
2008 tarihleri arasinda 4067 kandidemi olgusunun % 42,1°1 C. albicans, % 26,7’si
C. glabrata, % 15,9’u C. parapsilosis, % 8,7’si C. torpicalis ve % 3,4’t C. krusei
olarak tanimlanmistir.(92) Pfaller ve arkadaslarinin yaptig1 baska bir ¢calismada ise
Avrupa’da yirmi adet saglik merkezinde 170 kandidemi vakasi tespit edilmis bu
vakalarin % 53’1 C. albicans, % 21’1 C. parapsilosis, % 12’si C. glabrata, % 11’i
C. tropicalis, % 2’si C. famata, % 1’i C. krusei ve % 1’i C.inconspicua olarak
belirlenmistir (93).

Amerika’da Hajjeh ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢calismada iki yillik siirecte
1143 kandidemi vakasi tespit edilmis, %45°1 C.albicans, %24’ C. glabrata %13’
C. parapsilosis %12’si C. tropicalis %2’si C. krusei %1°’i C. lusitaniae olarak
bulunmustur.

Calismalara baktigimizda C. albicans genelde en sik etken olan koken
olarak karsimiza ¢ikarken, C. parapsilosis ve C. glabrata ikinci siklikta goriilen

etken olarak degisim gostermektedir.

46



Baz1 c¢alismalarda albicans disi kandidemilerin oran1 C. albicans
kandidemilerinin siklik olarak oniine gegmistir. Xess ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada 7297 kandidemi olgusunun % 35,3’i C. tropicalis, % 21,5 C. albicans,
% 20 C. parapsilosis, % 17,5 C. glabrata % 3,3 C. krusei belirlenmis (41). Bu
degisimin flukonazol ve amfoterisin B nin yaygin kullanilmasi nedeniyle oldugu
disiinilmiistir.

Tirkiye’de yapilan g¢alismalarda da C. albicans en sik izole edilen tiir
olmustur (94). Giiltekin ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada Adnan Menderes
Universitesi’nde yedi yillik dénemdeki kan kiiltiirleri incelenmis olup izole edilen
Candida turlerinden % 36’s1 C. albicans, % 23’4 C. parapsilosis, % 14’i C.
tropicalis, %12’si C. glabrata olarak saptanmistir (95).

Aliskan ve arkadaslarinin Baskent Universitesi T1p Fakiiltesi’nde yapti81 bir
calismada 163 kandidemi olgusunun %48,5’ nda Candida albicans, %32,9’unda C.
parapsilosis, %6,1’inde C. tropicalis, %6.1’inde C. famata, %3’ {inde C. glabrata
tiredigi gosterilmistir (96).

Atalay ve arkadaslarinin Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi’nde yaptig1 bir
calismada iki yillik siirede laboratuvara gelen kan kiiltiirleri takip edilmis 97
kandidemi olgusu saptanmistir. Bu olgularin % 68’ nde Candida albicans, %
14,5’unda C. parapsilosis, % 9,3’ iinde C. glabrata, % 3,1’inde C. tropicalis, %
4.1’ inde C. krusei tiredigi gosterilmistir (97).

Bizim laboratuvarimiza yaklasik bir buguk yillik siirede gelen 13798 kan
Kiltlriiniin % 17’sinde iireme saptanmistir. Ureme olanlarin % 3,6’s1 kandidemi

olarak belirlenmistir. Tez i¢in ¢alismaya dahil edilen 67 kandidemi vakasinin %
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50,7’si C. albicans, % 13,41 C. glabrata, % 10,4’t C. parapsilosis. % 13,4°i C.
tropicalis % 6’s1 C. kefyr, % 3’1 C. sake, % 1,5’u C. guilliermondii ve % 1,5’u C.
lusitaniae olarak tanimlanmugtir. Tiirkiye’de yapilan diger c¢alismalarda genel
olarak ikinci siklikta C. parapsilosis etken olarak gorulirken, bizim hastanemizde
ikinci siklikta C. glabrata etken olarak saptanmustir.

Kan kiiltiiriinde tireyen etkenleri daha iyi tanimlayabilmek i¢in gelistirilen
kan kiiltiir cihazlari, yapilan c¢esitli ¢aligmalarla karsilagtirilmistir. Bu amagla
Horvath ve arkadaslarinin yaptigi calismada Bact/Alert ve Bactec sistemleri
karsilastirlmistir.  Klinik olarak elde edilen bes Candida kokeni 103
konsantrasyonda her cihaz icin Gretilen aeobik, anaerobik ve mantar siselerine
ekilmis, her cihaz igin 150’ser kan kiiltiir sisesinde iireme olup olmadigina
bakilmistir. Bact/Alert cihazinda 150 kan kiiltiir sisesinin % 90 inda (135) Ureme
saptanirken, Bactec cihazinda 150 kan kdltiir sisesinin % 66’sinda (100) reme
saptanmustir. Toplamda 300 sisenin % 22’ sinde (65) hi¢ iireme saptanamamis. Bu
siselerin 45 tanesi Bactec cihazina ait anaerobik siseler olup, 5 tanesi yine ayni
cihaza ait aerobik sise olarak belirlenmistir.15 tane sise ise Bact/Alert cihazina ait
anaerobik sise olarak belirlenmistir. Bu ¢alismada kan kiiltiriinde etken saptamada
Bact/Alert cihazi daha basarili bulunmustur (98).

Lyon ve arkadaslarinin yaptigi baska bir ¢alismada Isolator sistem ile
Bact/Alert cihazinin fungemiyi saptama orani ve pozitiflik siiresi karsilastirilmis,
Isolator sistem 22 Candida kokeninin tamamini saptayabilirken, Bact/Alert sadece
15 tane Candida kokenini saptayabilmistir. Mantar1 saptama siiresi olarak

karsilastirilinca, sirasiyla Isolator ve Bact/Alert sistemlerin streleri 2,9 ve 2,1 gln
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olarak bulunmustur. Isolator sistem mantar saptamada daha etkin bulunurken
tanimlama siiresi karsilastirildiginda Bact/Alert cihazinin daha kisa siirede
saptadig1 belirlenmistir (99).

Ayrica bazi ¢alismalarda fungemiyi erken ve dogru saptayabilmek i¢in ayni
cihaza ait aerobik, anaerobik, pediatrik ve mantar siseleri karsilastirilmistir.
Fricker-Hidalgo ve arkadaslarinin bu amagla yaptigi bir ¢alismada simiile olarak 43
mantar tirl Bactec otomatize sisteme ait olan Aerobic Plus/F ve Mycosis IC/F kan
kiiltiir siselerine inokiile edilmis ve sinyal verme zamanlart karsilastiriimistir.
Sadece C. krusei tiiriinde anlamli bir fark bulunamamistir. Diger Candida ve mantar
tirlerinde Mycosis IC/F sisesinde lireme zamaninin anlamli sekilde kisaldig
saptanmigtir. Caligma sonucuna gore maliyet sebebiyle sadece mantar
enfeksiyonunun gelisebilecegi hastalarin ornekleri icin Mycosis IC/F sisesi
kullanilmasi 6nerilmistir (100).

Nawrot ve arkadaglarinin yaptigi buna benzer bir galismada 60 mantar tur
calismaya dahil edilmis olup yine Bactec otomatize kan kuiltir sistemi
kullanilmistir. Mycosis IC/F ve Aerobic/F siselerinde kiyaslanan saptanma
stirelerinde C. glabrata ve C. albicans kokenlerinin Mycosis IC/F siselerinde sinyal
verme siiresi daha kisa oldugu saptanmistir. Candida turlerinde en cok C.
glabrata’da saptanma siiresi kisalmistir. C. parapsilosis ve C. krusei kokenlerinde
ise Aerobic/F sisesinde sinyal siiresi daha kisa olarak saptanmistir (61).

Datcu ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada 173 hastadan fungemi
nedeniyle alinan kan kiiltiirlerinde etkeni tanimlama oranimi yiikseltmek ve

saptanma zamanini kisaltmak i¢in Bactec aerobik ve anaerobik siseleriyle birlikte
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mantar siseleri kullanilmasinin sonuglari incelenmistir. Anaerobik siselerin etkeni
tanimlama orani diger siselere gore daha diisiik ve etkenin saptanma zamani daha
uzun bulunmus. Etkeni tanimlama oraninin ve etkenin saptanma zamaninin U¢
sisenin birlikte kullanilmasiyla anlamli sekilde arttign gdzlenmistir. Ozellikle C.
glabrata’ nin saptanma zamanin anlamli sekilde kisaldig1 belirlenmistir (101).

Park ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada en ¢ok goriilen Candida
turlerinin ATCC suslar1 kullanilmistir. Simiile sekilde 10%, 102, 10! hiicre/ml
konsantrasyonlarda maya ve 5 ml kan inokiile edilen siseler iki farkli tam otomatize
kan kalttra sisteminde (Bactec, BacTAlert) mayalarin tiremesiyle verdikleri sinyal
stireleri kaydedilmistir. Hem aerob hem anaerob siselerdeki iireme zamanlarina
bakildiginda, C. glabrata ve C. krusei haricinde diger mayalarin aerobik siselerde
daha hizli iiredigi tespit edilmistir. Ancak C. glabrata’nin anaerobik siselerde daha
hizl tiredigi tespit edilmistir. Ayrica tim C. albicans iireyen siselerden yapilan
direk germ tiip testi pozitif sonu¢ vermistir. BOylece C. albicans tanisinin daha
erken konulabilecegi belirlenmistir (102).

Bizim c¢alismamizda, aerobik siselerin hepsinde iireme Saptanmistir.
Calismanmizda C. parapsilosis’in 10! hiicre/ml konsantrasyonda eklendigi
anaerobik ve 0zel mantar besiyeri bulunan anaerobik siselerde Uremedigi
saptanmistir. C.albicans’m 10 konsantrasyonda eklendigi anaerobik siselerde
ureme olmamustir. Diisiik konsantrasyonlarda maya bulundugunda kan kultiiriinde
saptanma  olasih@inin  diistigiic.  gozlenmistir. C.  glabrata’min  tim

konsantrasyonlarda ve tiim siselerde iiredigi gézlenmistir. Diger ¢alismalarda C.
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glabrata’nin anaerobik siselerde daha erken {iredigi belirlenirken, bizim
calismamizda aerobik siselerde daha hizli iiredigi saptanmustir.

Ortalama tireme siiresi olarak baktigimizda C. glabrata kokeninin en kisa
stirede tiredigi C. parapsilosis kokeninin ise en uzun siirede dredigi belirlenmistir
Kokenlerin sigelere gore ortalama lireme hizlarina baktigimizda, C. albicans ve C.
glabrata kokeninin anaerobik sisede daha hizli iiredigi saptanmustir.

Siselere gore ortalama tireme siirelerine baktigimizda, anaerobik sisenin en
kisa siirede tireme sagladig, ikinci olarak en hizli iremeyi 6zel mantar besiyeri
eklenmis aerobik sisenin sagladigi gozlenmistir. Burada 0zellikle dikkat cekmek
istedigimiz konu 6zel mantar besiyeri eklenmis aerobik sisede tiim kdkenlerin tim
konsantrasyonlarinda Uredigi, iki kere deneme yapilmasina ragmen anaerobik
sisede C. albicans ve C. parapsilosis tiirinde 10! hiicre/ml konsantrasyonda
uremedigidir.

Nylen ve arkadaslariin yaptigi bir ¢alismada Candida sp.’nin saptanma
zamanin karsilastirmak i¢in Bactec Mycosis IC/F, Bactec Plus Aerobic/F, Bactec
Peds Plus/F, BacT/Alert FA, BacT/Alert PF kullanmilmis, ayrica iiremeyi
hizlandirmak i¢in at kani, hemin isovitalex albimin (HIA), nikotinamid adenin
dintkleotidi ve brain heart inflizyon agar eklenen kan kiiltiir siselerinde saptanma
zamani1 gozlenmistir. Candida tiirlerinde ekleme yapilan kan kiiltiir siseleri ile
yapilmayanlar arasinda saptanma orant ve zamaninda anlamli bir fark
goriilmemistir. Candida sp. saptanma zamaninin Mycosis IC/F sisesinde anlamli

sekilde daha kisa oldugu gozlenmistir (103).
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Bizim c¢alismamizda 06zel mantar besiyeri ekledigimiz siseleri ile
eklenmeyenler karsilastirildiginda tire gore Ureme siiresinin  etkilendigi
gozlenmistir. C. albicans ve C. glabrata kokenlerinde acrobik siseye 6zel mantar
besiyeri eklenmesi kokenlerin ortalama iireme siiresini kisaltmig, ancak her iki
kdkende anaerobik siseye 6zel mantar besiyeri eklenmesi ise kokenlerin ireme
stresini uzatmistir. C. parapsilosis kokeninde ise 6zel mantar besiyeri eklenmesi
aerobik sisede ve anaerobik sisede Ureme siresini uzatmustir.

Candida’ya bagli kan dolagimi enfeksiyonlarini daha hizli tanimlamak igin
PNA-FISH, MALDI-TOF MS gibi cesitli yontemler kullanilarak ¢aligmalar
yapilmustir. Harris ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada Candida turlerini PNA-
FISH ile tanimlama dogrulugu ve zamani arastirilmistir. Konvansiyonel
yontemlerle Candida tirleri 96 saatte tanimlanirken, PNA-FISH kullanildiginda
tanimlama zamani ortalama 13,2 saate diigmiistiir. Tanimlama dogrulugu ise % 94,1
olarak saptanmistir (85). PNA-FISH in bu tanimlama dogrulugunun yiiksek oranlari
baska caligmalarda da gosterilmistir (84).

Idelevich ve arkadaslarimin yaptigi bir ¢alismada 100, 10, 1 cfu/ml
konsantrasyonlarda hazirlanan C. albicans, C. glabrata, C.krusei ve C. tropicalis
kokenlerini simiile sekilde saglikli hastadan alinan tam kan ile Bactec Mycosis-IC/F
ve Bactec Plus Aerobic/F kan kiiltiir siselerine ekilmistir. Ayn1 zamanda siselere
ekilmeden ayni konsantrasyonlarda hazirlanan mayalar tam kana eklenmis, lizis
santrifiigasyon ile cikolatams1 agar ve SDA’ya ekilmistir. Mikrokoloniler olusana
kadar takip edilmis ve olusan kolonilere direk MALDI-TOF MS uygulanmaistir.

Kan kiiltiir sisesinde pozitiflik verdigi siire ile lizis santrifiigasyon kullanilarak
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yapilan kiiltiir tanimlama yontemi karsilastirilmistir. Sonuglara gére kan kultir
siselerinin pozitif sinyal verdigi siireye gore SDA’dan yapilan tanimlama ortalama
3,7 saat, cikolatams1 agardan yapilan tanimlama ortalama 7,4 saat daha erken olarak
bulunmustur (104).

Acibadem Universitesi Tip Fakiiltesi'nde Yaman ve arkadaslarinin yaptig
bir arastirmaya gore 281 kan kiiltiiriinden izole edilen Candida kdkenleri ve 3 farkli
standart kokenin (Candida lusitaniae, Candida krusei ve Candida albicans) VITEK
2 YST (bioMerieux, Fransa) cihazi ve MALDI-TOF MS (Bruker Autoflex)
cihazinda tanimlamalar1 yapilmistir. 281 drnekten 264’1 ilk ayni tanimlanmustir.
Geriye kalan 17 izolatin 18S rRNA dizi analizi yontemiyle tiir tanimlamasi
yapilmustir. Bu izolatlardan 16 izolat MALDI-TOF MS ile ayni tanimlanirken, bir
ornek VITEK 2 YST ile ayni tanimlanmistir. Sonug olarak MALDI TOF-MS
yonteminin Candida tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilabilecek hizli bir yontem
oldugu ortaya koyulmustur (78).

Spanu ve arkadaslarinin yaptigr bir calismada belirli tarihler arasinda
laboratuvara gelen kandidemi olgularmin kan Kdltirlerinde, 6ncelikle Bruker
MALDI-TOF MS sistemi ile rutin tanimlama yapilmis, daha sonra pozitif kan
kiiltiir siselerinden alinan siviya hazirlanan bir protokol uygulanarak direk MALDI-
TOF MS tanimlama yapilmis ve karsilastirilmistir. 316 pozitif kan kiiltiir sisesinin
280 tanesi (% 88,6) direk tanimlama ile dogru tanimlanmistir. Bu sonuclara gore
kan kiltir siselerine direk MALDI-TOF MS uygulanmasinin, Candida

tanimlamada rutin yOntemlere gore 24 saatten fazla zaman kazandirdig
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kanitlanmistir. Tedaviye erken baslamanin ¢ok Onemli oldugu kandidemi
olgularinda bu yontemin uygulanmasinin 6nemi vurgulanmstir (105).

Sadece Candida tiiriinde degil Candida disindaki fungemilerde kan kalttr
siselerinde iireyen etkenleri tanimlamak icin siselere direck MALDI-TOF MS
uygulanan c¢aligmalarda bulunmaktadir. Almeida ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada yedi fungemi olgusundan alinan kan o6rneklerinin ekildigi kan kiiltiir
siselerine dirck MALDI-TOF MS tanimlamasi yapilmistir. Kiif ve artrokonidyal
mayalarin tiredigi bu kiiltiirlerin hepsi dogru tanimlanmistir. Yontem olarak ‘in-
house’ protein ektraksiyon protokolii uygulanmistir (106).

Yapilan bir metanalizde, kan kiiltiirliniin dolagim sistemi enfeksiyonlari
tanisinda altin standart olmakla birlikte, duyarliliginin diisiikk oldugu belirtilmistir.
Bu ylizden yeni gelistirilen tan1 yontemlerinin duyarliligi, 6zgiilliigii, tan1 koyma
zamani ve kisithliklart karsilastirilmistir. MALDI-TOF MS’in yapilan c¢esitli
calismalarda Candida kokenlerini tanimlama duyarliligt % 91,3-100 civarinda,
ozgiilligi ise % 100 olarak bulunmustur. Kisitliliklart ise cihazin pahali olmasi,
polimikrobiyal enfeksiyonlari tanimlayamamasi, direk tam kana uygulanan testin
Candida kokenlerini tanimlamada diisiik duyarlilikta olmas1 gosterilmistir (105,
107-109).

Bizim c¢alismamizda MALDI-TOF MS laboratuvarimizda kullanilan
konvansiyonel yontemle Karsilastirildiginda, tim kokenlerde tanimlama siiresi
ortalama 21 saat kisalmistir. C. albicans’in ve C. parapsilosis’in tiim sise ve
konsantrasyonlarinin ortalamasina bakarak karsilastirildiginda, mayayr MALDI-

TOF MS’in konvansiyonel yontemlere gore 20 saat daha erken tanimladigi
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belirlenmistir. C. glabrata’da ise MALDI-TOF MS’in mayay: konvansiyonel
yontemlere gore 23 saat daha erken tanimladigi saptanmustir.

Antifungal tedavinin baslanma zamani hastane kaynakli Candida nedenli
mortalitede buyik etkiye sahiptir. Calismalar gostermistir ki antifungal tedaviye
baslamada geciken her saat mortaliteyi artirmaktadir. En uygun antifungal tedaviye
baslayabilmek i¢in kuskusuz ki, en erken ve en dogru tan1 yonteminin kullanilmasi
gerekmektedir (32).

Lin ve arkadaglarinin uygun antifungal baglama zamaninin mortaliteyle
iliskisini arastirmak i¢in yaptigi 166 olguluk ¢alismada, uygun olmayan antifungal
tedavi sonucu mortalite % 35, hi¢ antifungal tedavi almamislarda benzer sekilde
mortalite %32 bulunmustur. Antifungal alanlarda mortalite (% 18) ile
karsilastirildiginda anlaml olarak fark bulunmustur. ilk 24 saat uygun antifungal
tedavi baslanan hastalarda mortalite % 13,7; 24-48 saat aras1 baslanan hastalarda
mortalite % 21,1; 48 saat sonra baslanan hastalarda ise % 23,1 bulunmustur. Uygun
antifungal tedavinin zamaninda baslanmamasmin  mortaliteyr  artirdigt
gosterilmistir (9).

Huang ve arkadaslarinin bakteriyemi ve kandidemi hastalarinda
mikroorganizmay1 tanimlamak icin MALDI-TOF MS ve konvansiyonel yontemleri
karsilastirdigi calismada, hizli taninin mortalite ve hastane yatis siiresi lizerindeki
etkisi incelenmistir. Buna gore konvansiyonel yontem ile tanimlanan hastalara gore
MALDI-TOF MS tanimlamasi yapilan hastalarin  kan  kiiltiiriinde

mikroorganizmanin ortalama 18 saat daha ge¢ tanimlandigr saptanmistir.
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Antimikrobiyalin ge¢ baglanmasi nedenli 30 gunliik mortalitenin yaklasik % 8 daha
fazla oldugu belirtilmistir (110).

Taur ve arkadaglarinin yaptigi bir calismada kandidemili kanser hastalarinda
antifungal tedavinin zamanlamasinin mortalite lizerine iliskisi aragtirllmigtir. Kan
kiiltiirinlin alinmasindan pozitiflik verdigi zamana kadar olan siire, uzman kisinin
Candida tanisini koyup klinige bildirme suresi, klinigin bu taniy1 6grenip antifungal
basladig1 zamani ve toplam siire hesaplanmistir. Sonug olarak inkiibasyon siresinin
uzunlugunun anlamli sekilde mortaliteyi etkiledigi ve bu siireyi kisaltacak
molekdiler yontemler gibi tan1 yontemlerine yonelinmesi gerektigi bildirilmistir
(33).

Tasarlanan bu 6zel besiyeri sayesinde aerobik siselerde 6cellikle C. albicans
ve C. glabrata’da ortalama 1 saatlik erken tireme saglanmistir. Bizim ¢alismamiza
gore VITEK MS tanimlama yonteminin rutinde kullandigimiz yontemlere gore
mayayl ortalama 21,5 saat erken tamimladigi belirlenmistir. Sonucun klinige
bildirilmesinin, antifungal baslanma zamanin1 kisaltacagi, hastanemizdeki

kandidemi olgularinda mortaliteyi diisiirecegi diistiniilmiistiir.

56



SONUC VE ONERILER
Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar ve diger aragtirma verilerine gore;
o Antifungal tedavinin ge¢ baslanmasi kandidemi hastalarinda mortaliteyi
artirmaktadir. Uygun ve zamaninda antifungal tedavinin baslayabilmesi igin
kandidemi tanisinin hizli ve dogru sekilde klinige bildirilmesi gerekmektedir.
Yapilan calismalardan ve bizim ¢alismamizdan belirledigimiz zere koloniden
karbonhidrat asimilasyonu yerine MALDI-TOF MS kullanilmasi tant zamanini
kisaltmaktadir.
o Mayalar i¢in kan kiiltiir cihazindaki inkiibasyon siiresinin uzun olmasi tani
siiresini uzatmaktadir. Bu nedenle kan kiiltliir siselerinin mayayr daha hizli
tiretebilmesini saglayacak diizenlemeler yapilabilir.
o Kan kiiltiir sisesindeki ornege ya da hastadan alinan kana direk MALDI-
TOF MS uygulanan galismalar erken tanida umut vermektedir. Ancak, duyarlilik
ve Ozglllik istenen seviyede degildir. Bu yonde arastirmalar artarsa, kati
besiyerinde koloni tGremesi beklenmeden, tan1 konulabilecek ve klinige erken bilgi
verilebilecektir.
o Laboratuvarimizda ve tlilkemizde baska laboratuvarda yapilan ¢aligmalarda
kandidemide C. albicans en sik etken olarak karsimiza ¢ikmakta, ikinci sirada
genelde C. parapsilosis ya da C. glabrata gorilmektedir. Ampirik antifungal

tedaviye baslarken mutlaka bu etkenler goz 6niinde bulundurulmalidir.
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OZET

Candida enfeksiyonlar1 hastane kaynakli enfeksiyonlar arasinda 6zellikle
immiin sistemi baskilanmis hastalarda tanisi ve tedavisi zor, yiiksek maliyetli bir
enfeksiyon hastaligidir. Diger enfeksiyon etkenlerine gore mortalitesi de c¢ok
yiiksek oldugundan uygun antifungal tedavinin zamaninda baglanmas1 gerekir. Bu
nedenle tan1 amagl kullandigimiz kan kiiltiirlerinde Candida cinsi maya
mantarlarinin tireme stirelerini hizlandirabilecek ya da daha hizli tanimlanmasini
saglayabilecek bir yaklasim gelistirilmesi 6nemlidir.

03/12/2016 tarihinden 17/04/2018 tarihine kadar laboratuvarimiza gesitli
kliniklerden gelen kan kilttrlerinde C. albicans % 50.7 ile en ¢ok Ureyen tur olarak
saptanirken ikinci siklikta C. tropicalis (% 13.4) ve C. glabrata (% 13.4)
saptanmistir. Laboratuvarimiza gelen bu etkenlerin ortalama iireme zamani
karsilastirildiginda en uzun siirede C. glabrata’nin {iredigi, en kisa siirede ise C.
lusitaniae ve C. guilliermondii’nin tiredigi saptanmuistir.

Calismada C. albicans ATCC 10231, C. parapsilosis ATCC 22019, C.
glabrata ATCC 90030 kokenleri kullanilmistir. Mayalarin  iiremesini
hizlandiracagini diisiindiiglimiiz 6zel mantar besiyeri hazirlanmistir. Bu kokenlerin
seri diliisyonlar1 6zel mantar besiyeri eklenmis ve eklenmemis kan kiiltiir siselerine
ekilerek kan kiiltiirii simiilasyonu yapilmistir. Ozel mantar besiyeri eklenmis
aerobik siselerde ortalama iireme siiresi eklenmemis aerobik siselerdeki ortalama
Ureme siresine gore daha kisa oldugu saptanmistir. Aerobik siselere 6zel mantar
besiyeri eklenmesinin 6zellikle C. glabrata ve C. albicans’ta iireme siiresini

kisaltt11 gdzlenmistir. Bu kan kiiltiir siselerinden MALDI-TOF MS ve API ID 32C

74



kullanilarak maya tanimlamas1 yapilmistir. MALDI-TOF MS yonteminin ID 32C’
ye gore ortalama 21,5 saat mayay1 daha erken tanimladigi saptanmistir. Sonug
olarak MALDI-TOF MS maya tanimlamasinda hizli ve kolay bir yontem olarak

kullanilabilir.

Anahtar kelimeler: Candida, kan kilttrti, MALDI-TOF MS, API ID 32C
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ABSTRACT

Hospital acquired Candida infections are difficult to diagnose and treat.
Medical costs are therefore much higher particularly in immunocompromised
patients. Mortality rates are very high when compared to those of other infectious
diseases. Antifungal therapy should be initiated without delay. Therefore, it is
important to develop an approach that accelerates the fungal growth rate and help
faster identification in patients with positive blood cultures with Candida species.

C. albicans was the most prevalent species in blood cultures (50.7%)
followed by C. tropicalis (13.4%) and C. glabrata (13.4%) in our microbiology
laboratory from 03/12/2016 to 17/04/2018. When compared the detection rates
among Candida species, we found that the longest detection time was seen in
C.glabrata, while those for C. lusitaniae and C. guilliermondii were the shortest.

In our study, C. albicans ATCC 10231, C. parapsilosis ATCC 22019, C.
glabrata ATCC 90030 reference strains were used. We prepared a special fungal
broth mix that was thought to accelerate the positivity of the Candida growth in
blood culture bottles. Candida cell suspensions were prepared and added into blood
culture bottles. The mean time to positivity in aerobic blood culture bottles
supplemented with special fungal broth mix was found to be shorter than that was
in aerobic blood culture bottles without supplementation. Addition of special fungal
broth mix to aerobic blood culture bottles was found to shorten the growth time
especially in C. glabrata and C. albicans. MALDI-TOF MS and API ID 32C
identification systems were used for identification of yeasts. Candida strains were
identified 21,5 hours earlier by MALDI-TOF MS than that was in ID 32C system.

As a conclusion, we think that MALDI-TOF MS identification system is a

quick and easy method for yeast identification in blood cultures.

Keywords: Candida, blood culture, MALDI-TOF MS, ID 32C
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