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1. OZET
Candida Turlerinin Restriksiyon Enzim Analiz ile identifikasyonu

Immun baskilanmis hastalarda en sik rastlanan ve en 6nemli fungal patojenler mayalar
olup; bunlar arasinda da en sk Candida turlerinin izlendigi bildirilmektedir. Klinik
orneklerden soyutlanan Candida tirinun belirlenmesi, antifungal ilaglara duyarlilik hakkinda
bilgi verdigi gibi ampirik sagaltim segimine de 151k tutabilmektedir. Bu nedenle soyutlanan
suslarin hizli, guvenilir ve dogru identifikasyonu buyik 6nem tasimaktadir. Calismamiz, ciddi
klinik tablolardan soyutlanan ve klasik yontemler ile tanimlanmis olan Candida albicans ve
non-albicans Candida turlerinin daha hizl1 ve glvenilir identifikasyonu amaciyla restriksiyon

enzim analizi ydonteminin uygulanmasi ve sonuclarin karsilastirilmas: amaciyla planlanmustir.

Arastirmamiza Dokuz Eylil Universitesi Hastanesi Mikoloji laboratuvarina gonderilen
sistemik orneklerden soyutlanan toplam 146 Candida susu (40 C. albicans, 27 C.
parapsilosis, 26 C. tropicalis, 25 C. glabrata, 11 C. kefyr, 10 C. krusei, 7 C. guilliermondii)
ile birlikte C. albicans ATCC 14053, C. parapsilosis ATCC 90018 ve C. krusei ATCC 6258
numaral1 kalite kontrol suglar1 dahil edilmistir.

Calismaya alinan tim Candida suslart %50 gliserol igeren beyin kalp inflizyon
buyyonunda -80°C’de stoklanmustir. Sabouraud dekstoz agar’a iki kez pasajlanan suglar
37°C’de 24- 48 saat inkiibe edilmistir. Ureyen suslar ¢cimlenme borusu testi, misir unu tween
80 agar, CHROMagar Candida (CHROMagar, Fransa) besiyerlerindeki morfolojik 6zellikleri
ve APl 20C AUX (Biomérieux, Fransa) otomatik identifikasyon islemi sonucuna goére

tammlanmustir.

Tum Candida suslarimn DNA eldesi “Nucleospin Tissue Kit” (Macherey-Nagel,
Almanya) ile EDTA, litikaz ve sorbitol tampon kullamlarak Uretici firma Onerileri
dogrultusunda gergeklestirilmistir. Daha sonra uygulanan polimeraz zincir tepkimesi igin
ITS1, 5.8S rDNA ve ITS2 bolgelerini hedef alan onctll ve o6ncil3 kullanidmustir.
Amplifikasyon trtnleri “GeneMark PCR Clean-Up Kit” kullanilarak saflastirilmis ve takiben
Mwol enzimi ile restriksiyon enzim analizi uygulanmustir. incelenen C. albicans suslarinin 36
tanesinde 141, 184 ve 261 b ‘lik U adet bant saptamirken, dort susun 184 bg, 141 bg ve
yaklasik 165 bg, 95 b¢'lik dort adet bant olusturdugu gbzlenmistir. Calismaya alinan C.
parapsilosis ve C. tropicalis suslart ayni enzim ile kesim sonucunda sirasiyla 336, 146, 88
b¢'lik ve 325, 154, 97 bg'lik Uger adet bant olusturmustur. Bu iki turtn birbirinden ayirt
edilebilmesi icin ek olarak Bdll enzimi ile de kesim yapilmis ve C. parapsilosis suslar 413,



94, 63 b¢'lik U¢ bant olustururken, C. tropicalis suslari icin 326, 187 ve 63 b¢’lik bantlar
izlenmistir. Arastirmamiza alinan C. glabrata suslart Mwol enzimi ile kesim sonucunda 414,
174, 171, 86, 80 b¢'lik bantlar olustururken, C. kefyr suslar1 icin 370, 430 bc¢'lik iki adet bant
ve C. krusai suslari icin 289, 134, 83, 54 b¢'lik dort adet bant elde edilmistir. Mwol enzimi ile
kesilen yedi adet C. guilliermondii susunun bes tanesi 355 ve 302 bg'lik, kalan iki sus ise
yaklagsik olarak 390 ve 300 b¢’lik iki adet bant olusturmus; Bsll enziminin kullaniimasiyla s6z
konusu iki susun diger bes sustan tamamen farkli bir kesim paterni gosterdigi saptanmustur.

C. albicans suslarinda Mwol enzimi ile uygulanan yontemin duyarlilik, 6zgullik, pozitif
ve negatif prediktif degerleri sirasiyla %90, %100, %100, %96,4 olarak elde edilmistir. Aym
yontemin C. parapsilosis ve C. tropicalis turleri icin bu degerler sirasiyla %100, %78,2- 81,5,
%49,1- 50,9, %100 olarak saptanmis; Bdll enziminin kullamlimasiyla ise tim degerler %100’ e
yukselmistir. C. glabrata, C. kefyr, C. krusel ve C. guilliermondii tdrleri icin Mwol enziminin
kullanildigr restriksiyon enzim analizi duyarliliklart %100 iken, 6zgullikleri %98,6- 100,
pozitif prediktif degerleri %71,4- 100 ve negatif prediktif degerleri %100 olarak saptanmustir.

Calismada yer alan C. albicans suslarindan Mwol enzimi ile digerleriyle farkli
bolgelerden kesilerek dort bant olusturan dort ve aym bolgelerden kesilerek ti¢ bant olusturan
iki adet sus ile farkli ve aym bolgelerden kesilen ikiser adet C. guilliermondii susuna gift
yonlu dizi analizi uygulanmig ve sonuglar Bio-Edit version 7.0 programi ile
degerlendirilmistir. Dizi analizi sonuglari incelendiginde, Mwol enzimi ile farkli kesim paterni
gogeren C. albicans suslarinin Gglinde adenin yerine guanin nukleotidinin geldigi nokta
mutasyonu, bir tanesinde de insersiyon/delesyon tipi mutasyon saptanmistir. Bu mutasyonlar
sonucunda suslarda Mwol enziminin kesim bolgesine uyan nikleotid dizilimi meydana
geldigi ve boylelikle kesim sonucunda diger suslardan farkli olarak dort adet bant olustugu
gbzlenmistir. C. guilliermondii suslarina ait dizi analizi sonuglar: degerlendirildiginde, her iki
enzimle de diger suslardan farkli bolgelerden kesilen iki adet susun Gen bankasinda DNA
dizisi verilen C. guilliermondii var guilliermondii dizilerine gore (% 66,6) C. guilliermondii
var membranaefaciens suslarina gerek nukleotid dizilimi ( % 91,2) gerekse aminoasit dizilimi
acisindan cok daha fazla benzerlik gosterdigi belirlenmis ve bu suslar C. guilliermondii var
membranaefaciens olarak kabul edilmistir.

Arastirmamizda, Candida turlerinin identifikasyonu igin altin standart olarak kabul
edilen klasik yontemlerle tanimlamada sorun yasanan Candida tirlerinin identifikasyonunda

veya hizli tammlama gerektiginde Mwol ve Bdl enzimleri ile uygulanan restriksiyon enzim



analizinin kullanabilecegi, ancak bu yontemde de bazi farkliliklarin izlenebileceginin goz

Onunde bulundurulmasi gerektigi sonucuna varildi.

Anahtar Sozcukler: Candida tirleri, identifikasyon, restriksiyon enzim analizi



2. SUMMARY

Identification Of Candida Species By Restriction Enzyme Analysis

Y easts are the most common and important pathogens in immunosupressive patients and it
has been reported that Candida spp. are the most commonly isolated ones among them.
Identification of Candida species isolated from clinical specimens gives information about the
antifungal susceptibility as well as sheds light to the choice of ampirical treatment. Because of this
reason, rapid, reliable and accurate identification of the isolates is very important. This study was
planned to apply restriction enzyme analysis for more rapid and reliable identification of Candida
albicans and non Candida albicans species isolated from serious clinical cases which had been

previously identified by conventional methods and to compare the results.

In this study one hundred and fortysix Candida strains (40 C. albicans, 27 C. parapsilosis, 26
C. tropicalis, 25 C. glabrata, 11 C. kefyr, 10 C. krusei, and 7 C. guilliermondii) isolated from
systemical specimens at Dokuz Eylul University Hospital Mycology Laboratory and C. albicans
ATCC 14053, C. parapsiloss ATCC 90018 and C. krusei ATCC 6258 were included.

All Candida isolates were kept at -80°C in 50% glycerol and brain heart infusion broth as
stock cultures. The strains which were subcultured onto Sabouraud dextrose agar were incubated at
37°C for 24- 48 hours. The strains were identified according to germ tube test, morphology at
cornmeal tween 80 agar and CHROMagar Candida (CHROMagar, France) and APl 20C AUX

(Biomeérieux, France) automatized system.

DNA extraction of all Candida species was performed with “Nucleospin Tissue Kit”
(Macherey-Nagel, Germany) using EDTA, lyticase and sorbitol buffer according to the
manufacturer’s recommendations. For the polymerase chain reaction, primerl and primer3 which
targeted 1TS1, 5.8S rDNA and ITS2 regions were used. The amplification products were purified
with “GeneMark PCR Clean-Up Kit” and following this restriction enzyme analysis was
performed with Mwol enzyme. Thirty six of the C. albicans strains produced a restriction enzyme
analysis pattern with three 141, 184 and 261 bp bands while four of them produced four 184 bp,
141 bp and approximately 165 bp and 95 bp bands. The restriction of C. parapsilosis and C.
tropicalis strains with the same enzyme resulted in three 336, 146, 88 bp and 325, 154, 97 bp
fragments, respectively. In order to distinguish these two species, further restriction was performed
with Bl enzyme and the lengths of restriction enzyme analysis products were 413, 94 and 63 bp
for C. parapsilosis, and 326, 187 and 63 bp for C. tropicalis. Restriction of C. glabrata isolates
with Mwol enzyme resulted in five bands of 414, 174, 171, 86, 80 bp. Calculated lengths of



restriction enzyme analysis products were 370 and 430 for C. kefyr; 289, 134, 83 and 54 bp for C.
krusel isolates. Restriction of five C. guilliermondii isolates with Mwol enzyme showed two bands
at 355 and 302 bp while the remaining two strains showed a restriction enzyme analysis pattern
with two bands at 390 and 300 bp. Additional digestion with Bsll enzyme established that these
two strains showed totally different restriction patterns from the other five strains.

The sensitivity, specifity, positive and negative predictive values of restriction enzyme
analysis performed by Mwol enzyme for C. albicans strains were 90%, 100%, 100%, %96,4,
respectively. These values were detected as 100%, 78,2%-81,5%, 49,1%-50,9%, 100%
respectively for C. parapsilosis and C. tropicalis isolates. When Bdl enzyme was used for
restriction, all values for these two species increased to 100%. The sensitivity, specifity, positive
and negative predictive values of Mwol enzyme restriction for C. glabrata, C. kefyr, C. krusei and
C. quilliermondii strains were found to be 100%, 98,6%- 100%, 71,4%- 100%, 100%,
respectively.

Sequence analysis of both strands of four C. albicans isolates which resulted in different
restriction patterns and two C. albicans isolates which produced three bands with the same enzyme
and two C. guilliermondii isolates showing a different restriction enzyme analysis pattern were
performed. The evaluation of the sequence analysis results was done by Bio-Edit version 7.0
programme. Three C. albicans isolates which produced a different restriction pattern had point
mutations (guanine instead of adenine); one isolate had insertion/deletion type mutation and these
mutations were the reason of a different pattern. In addition, sequence analysis of two C.
guilliermondii isolates showing various fragments with different lengths by two enzymes were
66.6% similar with GenBank C. guilliermondii var guilliermondii and 91.2% similar with C.
guilliermondii var membranaefaciens (nucleotide segeunce). Because of this high nucleotide
sequence similarity, these isolates were accepted as C. guilliermondii var membranaefaciens.

As a result, we can conclude that restriction enzyme analysis with Mwol and Bdll enzymes
can be used for the identification of Candida species which need rapid identification or which are
problematic with conventional methods that are still accepted as gold standard although some
variations can be observed with this method.

Key Words: Candida species, identification, restriction enzyme analysis



3. GIRIS VE AMAC

Firsat¢1 fungal infeksiyonlarin insidans: son yillarda solit organ ve hematopoetik kok
hicre alicisi olan, AIDSli, hematolojik maligniteli, yanikli hastalarda ve disik dogum
agirlikl infantlarda oldukga artmustir (1). Ozellikle santral ventz kateter kullanilan, yogun
immunsupresif kemoterapi ve yaygin genis spektrumlu antibiyotik alan hastalarda firsatci
fungal infeksiyonlar 6nemli tehlike olusturmakta ve temel mortalite ve morbidite nedeni
olarak karsimiza gikmaktadir (2). Bu hastalar 6zellikle kandidoz, aspergilloz, kriptokokoz ve
zigomikoz agisindan yiiksek risk tasimaktachr (1). immunsupresif hastalarda en sik rastlanan
ve en onemli fungal patojenlerin mayalar oldugu; bunlar arasinda da en sik Candida’lara
rastlandig1 bildirilmektedir (3). Yapilan calismalarda son on yilda hastane kokenli dolagim
sistemi infeksiyonlar: arasinda kandidemi insidansinin bes kat arttigi ve Candida’larin en sik
saptanan dordunci etken oldugu belirtilmektedir (4, 5). Son yillarda etkin antifungal sagaltim
seceneklerinde artisa ragmen, hastane kokenli kandidemili hastalarda mortalite oranlar: halen
% 33- 75 arasinda degismektedir (6).

Candida infeksiyonlarimin en sik nedeni C. albicans olmasina karsin, flukonazol
profilaksisi, 6zellikle immunsuprese hastalarda etken olan Candida turlerinde degisime yol
acmistir. C. albicans ve C. tropicalis sikliginda rolatif bir azalma gozlenirken, flukonazol
direncli C. krusal ve C. glabrata infeksiyonlarinda artis saptandigi bildirilmistir (7). Son
yillarda Candida infeksiyonlarinda C. albicans' tan, sagaltimi daha sorunlu olan non-albicans
Candida turlerine dogru belirgin bir kayma ortaya ciktigi, ancak yine de C. albicans in halen
en sik soyutlanan tur oldugu saptanmstir (8, 9).

Artis gosteren non-albicans Candida turleri icinde o6zellikle C. glabrata ve C.
tropicalis'in triazollere kars1 duyarliliklarinda azalma saptanmasi, C. krusei’nin flukonazole
intrensek olarak direngli olmas: ve bu tdrlerin virtlans 6zelliklerinin C. albicans'tan farklilik
gostermesi nedeniyle non- albicans Candida tirleri 6nem kazanmaktadir. Ek olarak AIDS
hastalarindan soyutlanan C. albicans suslarinda da antifungal ajanlara karsi direng
bildirilmistir. Daha da ileri olarak nadiren soyutlanan C. famata, C. lusitaniae, C.
norvegensis, C. pelliculosa ve C. rugosa gibi tirlerin hem azollere hem de amfoterisin B'ye
direncli olabildigi gbzlenmistir. Bu nedenlerden oOtlri  Candida turlerinin - dogru
identifikasyonunun yapilmas: blyik 6nem tasimaktadir (1, 10, 11, 12, 13).

Klinik Candida izolatlarinin prognostik, epidemiyolojik ve terapétik nedenlerle erken,
hizl1 ve dogru identifikasyonu kritik dneme sahiptir. Candida turlerinin identifikasyonunda



kullanilan konvansiyonel islemler; cimlenme borusu testi, misirunu tween 80 agardaki
morfolojileri ile karbonhidrat asimilasyon- fermentasyon testleridir (14). Cimlenme borusu
tedtinin U¢ saatten uzun siren inkUibasyonu, yogun maya inokulumu kullanmimasi, antifungal
sagaltim uygulanmasi gibi durumlarda yaklasik olarak %5 oraninda yalanci pozitifligi
sizkonusudur (14). Soyutlanan susun C. albicans dis1 bir tir olmasi durumunda veya yalanci
negatiflik sdz konusu oldugunda bir sonraki asama olan musir unu-tween80 agardaki
morfolojinin incelenmesi gerekmektedir. Bu da 24 veya 48 saat gibi ek bir sireye neden
olmaktadir. Bununla birlikte kesin tir duzeyinde identifikasyona yonelik kullarmilan ticari
karbonhidrat asimilasyon temeline dayal1 sistemler, aym tdrlerin farkli suslari arasinda
degisiklik gosterebilmekte, harcanan siire U¢ giin veya daha uzun siireyi kapsayabilmekte ve
hatal1 sonuglara neden olabilmektedir (14).

Son yillarda funguslarin tanimlanmasinin, tirlerin DNA’larinda varolan ¢ok sayidaki
farkliliklart inceleme yoluyla dramatik degisiklikler gosterdigi belirtilmektedir. Fenotipik
yontemler genellikle ucuz, kolay uygulanabilen yontemlerken, bunun tam tersi olarak
genotipik  yontemlerin - maliyeti  yiksektir ve teknolojik deneyim  gerektirirler.
Identifikasyonda kullamlan fenotipik yontemlerin zaman alict olmas: ve bazi durumlarda
guvenilir sonuclar vermemesi nedenleriyle son yillarda genotipik temelli yontemler de
kullanmlmaya baslanmistir (15) .

Candida turlerinin identifikasyonu igin son 10 yilda polimeraz zincir tepkimesi (PZT)
amplifikasyon tekniklerinin kullamldigi ¢ok sayida prosedur denenmistir. PZT temelli
sistemlerde amplikonun tammlanmasi 6nemli bir basamaktir. Ture 6zgti DNA “probe” lar ile
hibridizasyon, PZT Urinuntn direkt sekanslanmasi veya PZT Urin uzunluklarinin dogru
olarak belirlenmesi zaman alici olup, birgok tamsal laboratuvarda bulunmayan pahalt
ekipmanlar: gerektirmektedir. PZT Urtnlerinin restriksiyon enzim analizi (REA) yontemi ile
calisiimas: hizli, sadece standart temel ekipmanlara gereksinim gosteren, bircok tamsal
laboratuvarda uygulanabilen ve kesin sonuclar veren bir yontemdir (16, 17, 129).

Arastirmamizin amaci 6zellikle ciddi klinik tablolardan soyutlanan ve klasik yontemler
ile tammlanan Candida albicans ve non-albicans Candida tirlerinin daha hizl1 ve givenilir
identifikasyonu amaciyla REA yonteminin uygulanmasi ve sonuglarin karsilastirilmasidir.



4. GENEL BIiLGIiLER

4.1. Tarihge

Agizdaki pamukguk lezyonlari, M.O. dordiincii yiizyilda yasayan Hippocrates ve Galen
donemlerinden beri bilinmektedir. 1771'de Rosen von Rosenstein agizdaki pamukgugun
akcigerlerde invazif olarak yerlesebildigini bildirmis, 1839’ da Almanya da Bernhard Rudolph
Conrad von Langenbeck, tifo nedeniyle 6lmis bir hastamn Ozefageal mukozasindan
soyutlachigi organizmay: bir parazit olarak tanimlamus, bu etkenin tifo ile iligkili oldugunu
dustnmustur (18, 19).

Emil Berg 1841'de, pamukcugun mantara bagli gelistigini ortaya koymustur. 1842’ de
Gruby, Langenbeck’in soyutladigi bu organizmanin Sporotrichum tirt oldugu bildirmistir.
1842 de Berg tarafindan deneysel olarak oral aft modeli olusturulup, bu konudaki ilk ve en
Onemli adim atilmistir (18, 19).

Robin 1847'de mantar1 Oidium albicans olarak simiflandirnus, 1849'da Frank ve
Wilkinson agizdaki lezyonun genital organlarda da bulunabilecegini ortaya koymustur.
Hansen, bu mantar1 1888 de Monilia olarak siniflamis ve Zopf 1890'da Monilia albicans
adini vermistir (18, 19).

Roth Berkhout 1923'te pamukguk etkeni olan mikroorganizmanin bir Monilia tird
olmadigint bildirmis ve jenerik isim olarak Candida’yr o6nermistir. Antibiyotiklerin
kullammminin - biytk oranda yayginlastign 1940’1 yillardan itibaren ise Candida
infeksiyonlarinin sikligi ve konuyla ilgili galismalar artmistir (18, 19).

4.2. Genel Ozellikler

Insan viicudunun normal flora elemam olan ve dogada son derece sik rastlanan
Candida’lar genellikle firsat¢ci mikroorganizmalardir. Vicutta gecici olarak Ozellikle deri,
mukoz membranlar ve gastrointestinal sistemde kolonize olurlar. Uygun kosullar altinda
patojenite kazanarak akut-kronik infeksiyonlara yol agarlar (19, 20,21).

Candida turleri; cogunlukla tek htcreli, tek cekirdekli, 4-6 pum biydkltginde, oval,
kapsulsiiz maya benzeri mantarlardir. Tomurcuklanarak gogalirlar. Morfolojik olarak ana kk
hiicrenin bir bélimunin uzamas: ile olusan bu yapilar blastokonidya olarak adlandirilir.

Tomurcuklanma esnasinda hticre duvarinin bir noktasi lizise ugrar. Lizise ugrayan noktadan
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disariya dogru balonlasan kisim siserek genisler. Ana hiicrede mitoz yoluyla ¢ogalan
kromozomlar ve diger hiicre elemanlari yeni hiicreye tasinir. iki hiicre arasinda septa geliserek
hiicre cogalmasi gerceklesir. Candida turleri klinik 6rneklerde blastokonidya, yalanc hif veya
hif formunda bulunabilirler (19,21, 22, 23).

Yalanci hif; blastokonidyalarin ana hiicreden kopmadan uzayarak olusturduklar: hticre
zinciridir. Duvarlar1 birbirine paralel olmayip, hicreler arasinda daralmalar nedeniyle
bogumlu olarak gorilen yapilardir. Yalanct hif maya hicresinin ¢cogalma sirasinda
olusturdugu bir ara formdur. C. glabrata hari¢, timt uygun kosullar altinda yalanci hif Gretir.
Gercgek hif bogumlanma gostermez, duvarlari birbirine paraleldir ve septa olusturur. Candida
turleri arasinda sadece C. albicans ve C. dubliniensis'in gergek hif olusturdugu bildirilmistir
(23, 24, 25).

Candida’lardan; eseyli Ureme gostermeyen tirler Deuteromycota boliminde
Blastomycetes sinifinin Cryptococcales takiminda Cryptococcaceae ailesi iginde yer alirken,
eseyli Ureme gosteren tirler Ascomycotina bolumua, Ascomycetes simifi, Saccharomycetales
takimi iginde siniflandirilmaktadir (24, 26).

Candida’larin 200 kadar turt bulunmaktadir. Bunlarin %65’'inden fazlasi 37°C'de
Ureyemedigi icin ¢ok az bir kismi insanlarda infeksiyona neden olmaktadir. C. albicans en sik
saptanan tur olmakla birlikte C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei, C.
guilliermondii, C. lusitaniae, C. kefyr, C. dubliniensis siklikla saptanan turlerdir. Nadiren
soyutlananlar ise C. famata, C. utilis, C. inconspicua, C. lipolytica, C. rugosa, C. viswanathii,
C. haemulonii, C. norvegensis, C. catenulata, C. intermedia, C. lambica ve C. zeylanoides'tir
(25).

C. albicans 37°C’'de in vitro olarak birkag saat icinde cimlenme borusu Uretimi ile maya
formundan derin dokulara gegebilen agresif bir form olan hif fazina donusebilir (27).
Cimlenme borusu; bir blastokonidyamin kenarindan baslayarak buyiyen, blastokonidyaya
baglanan bolgelerinde bogumlanma gorulmeyen, silindirik filamenttz yapilardir (28).

Candida turleri Sabouraud dekstroz agar (SDA) gibi rutin besiyerlerinde oda 1sisinda
veya 37°C'de 24 saat iginde genellikle kirli beyaz veya krem rengi, nemli, dizgin veya
burusuk kenarli, dizgin yuzeyli veya gobekli; uzayan inkibasyonla birlikte kivrimli hale
gelen, mat ya da parlak, maya kokulu yumusak koloniler olustururlar. C. krusei’nin ise
purtukld ve kuru kolonileri vardir (21, 29, 30).



4.3. Hucreve Hucre Duvar Yapis

Okaryotik Candida hiicreleri; hiicre duvar:, sitoplazmik membran, sitoplazma,
mitokondri, ribozom, endoplazmik retikulum, golgi cisimcigi ve membran ile cevrili
nukleustan olusur (24).

Candida’lar plazma membranminin disina yerlesmis olup, hiicreyi ozmotik degisikliklere
kars1 koruyan, besin aliminda rol oynayan ve konak hticreyle iliskileri diizenleyen bir hiicre
duvarina sahiptir. Hicre duvari mantar hicresinin bigimini, morfogenezini, virulansin,
mantar-konak etkilesimini ve antifungallere duyarliligint belirleyen dinamik ve kompleks gok
tabakal1 bir yapidir. Mantar hiicresinin maya, hif gibi buytume formlarindaki tipik sekillerini
korumasindan sorumludur. Ayrica mikroorganizma ile konak arasindaki etkilesimin baslangig
asamasinda aracilik eder. Maya veya hif sekilleri esasen kitin ve selliloz igeren sert yapili bu
dig tabakada biyume formlarinin ¢esitli asamalarinda mantarin gereksinimlerine uygun
bilesim ve oranlarda glukanlar, peptidomannanlar, polisakkaritler ve glikoproteinler
bulundururlar (31).

Elektron mikroskobik calismalara gore Candida’ larin hiicre duvar: en az 5 katmanlidir.
Maya-hif dontsimi siirecinde bu say: ve kalinlik degisir. Ayrica ortamda yiksek yogunlukta
seker varliginda en distaki mannoprotein kalinlasir ve fibriler olusumlar artar (30).

Hucre duvart %80-90 oramnda karbonhidratlardan olusur. Proteinler %6-25, lipidler
%1-7 ve kitin %8.5-9 oranindadir. Hlicre duvarinda polisakkarit olarak mannan, glukan ve
kitin bulunmakta olup, polisakkaritlerin %40-85'ini mannan olusturur. Bunlarin goreceli
miktarlar1 morfolojiye gore degisir. Mannoz polimerleri, yapisal polimerler olan p-glukanlar

ve kitinin i¢cine gomuldigu hicre duvarinin amorf matriksini olusturur (32, 33).

Candida hticre duvarinda en buyik oranda bulunan bilesikler olan karbonhidratlar, -
glukan, mannan ve kitindir. B-glukan dallanmis B-1,3 ve p-1,6 glukoz polimerlerinden, kitin
ise dallanmamis B-1,4 N-asetil glukozamin polimerlerinden olusur. Hicre duvariin en
Onemli bileseni mannoproteinler olup, protenlerle kovalan baglar yapan mannoz
polimerlerinden meydana gelir. Mannan, hiicre duvari kuru agirhiginin yaklasik %30 unu
olusturmakta, hicre duvarimin ana antijenik yapisi olarak serolojik testlerde siklikla
kulamilmaktadir. B-1,6 glukan hiicre duvar yapisimn diger bilesenleri icin aract rol oynarken,
B-1,3 hiicreye seklini vererek rijiditeyi saglar. Kitin ise hiicre duvarimin en az ancak énemli bir
bilesenidir. Sekerler arasinda yer alan hidrojen baglar1 ile baglanmis uzunlamasina yapili kitin
molekilleri mikrofibrilleri olusturur. Maya hicrelerinde kisa zincirler olarak gorilen bu

10



mikrofibriller hif duvarlarinda uzun karmasik zincirler olarak yer alirlar . Glikolipidler hiicre
duvar sentezi, sinyal ileti yollari1 ve hiicre antijenleri olarak dnemli islevlere sahiptir (32, 33,
34).

Hucre membrani, sterol olarak ergosterol ve zimosterol icermektedir. Bunlardan
ergosterol diger biyolojik membranlarda bulunmadig: igin antifungal ilaglarin baglanabilecegi
iyi bir hedeftir. Ergosterol hiicre membramimin gegirgenligi, akiskanligi, butunligl igin
duzenleyici olarak islev gérmektedir (35).

4.4. Patogenez ve Virulans Faktorleri

Candida turlerinin olusturdugu infeksiyonlarin olusumunda konaga ait faktorler ve
mantara ait faktorler arasindaki denge 6nemlidir (30).

Candida turlerine kars1 konagin direng faktorleri; deri ve mukoza bitinlugl, epidermal
proliferasyon, fagositoz ve fagositik Oldirme mekanizmalari, lizozim, laktoferrin, dogal
Oldurict (NK) htcreler, kompleman sistemi, T hicre bagimli immunite, sitokinler, sivisal
immunite iken, konaga ait predispozan faktorler; immunsupresif sagaltim, genis spektrumlu
antibiyotik kullamm, intravendz kateter, mekanik ventilasyon, parenteral beslenme, AIDS,
diyabet, agir cerrahi girisimler, maligniteler, idrar sondasi, endokrinolojik ve hematolojik
hastaliklar ve yanik seklinde siralanabilir (30, 36).

Deri, infeksiyona karsi direncte 6nemli olup, deri butinlUginin bozulmasi deriyi
invazyona duyarli hale getirmektedir. Dermisi invaze ederek sistemik dolagima katilan
Candida’ lar; ilk olarak blastokonidyalar: 6ldurebilme ve yalanci hif formlarini hasara ugratip
fagosite etme yetenegine sahip olan notrofiller ile ardindan da monosit ve eozinofiller ile
karsilagirlar (19, 27, 37). Ozellikle myeloperoksidaz ve hidrojen peroksit gibi molekililler,
notrofillerin  Candida’lart  fagosite edebilmesi igin gereklidir. N6trofillerin - azurofil
granillerinde bulunan defensin ve katepsin G'nin  antifungal aktivitesi mevcuttur.
Eozinofillerin de Candida Uzerinde notrofillere benzer etkileri s6z konusudur. Monositlerin
myeloperoksidaz bagimli ya da bagimsiz oksidatif mekanizmalarla Candida’ ya kars1 savunma
islevini yerine getirdigi bildirilmektedir. Lenfositlerin Candida infeksiyonlarindaki rolt tam
olarak bilinmese de lenfokin benzeri maddelerin Candida’lar Uzerine toksik etkili oldugu
dustnulmektedir (38).
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Candida’lar fagositik hucreler tarafindan, mannoz reseptori, kompleman reseptori
(CR) ve Fc reseptora ile tamnmaktadir. Opsonizasyon, 1siya dayanikli ve duyarli serum
opsoninleri, IgG ve kompleman sistemiyle gerceklestirilmektedir (39).

Fagositik hucrelerin fungisidal aktiviteleri igin interferon y (IFN-y) ve timor nekroz
faktor a (TNF-a) gibi sitokinlere gereksinim vardir. T lenfositler, Candida infeksiyonlarinda
IL-1, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 gibi sitokinleri salgilayarak etki ederler. Thl, IFN-y ve
TNF-o salgilayarak hiicresel bagisik yaniti1 aktive ederken; Th2, IL—4 ve IL-10 salgilayarak
antifungal yanit1 inhibe eder. Bu nedenle Candida infeksiyonlarinda, Thl ile Th2 arasindaki
denge 6nem kazanmaktadir (39).

Candida virulans faktorleri, adezyon, biyofilm yapimi, toksinler, proteinazlar,
fosfolipazlar, morfolojik degisim, fenotip degisimi, hidrofobisite, molekiler benzeme, hiicre
duvar: yapisi ve gesitli sideroforlar: kullanma yetenegi seklinde siralanabilir (27, 30, 41).

4.4.1. Yapisma (Aderans)

Aderans, konak ile mikroorganizma arasinda 6zguin etkilesimi saglamakta ve infeksiyon
ve kolonizasyon olusum siirecinde ilk basamagi olusturmaktadir (40). Ozellikle kateterli
hastalarda Candida’ larin tibbi cihaz ve biofilm ytizeyine aderansi ile kandidemi ve antifungal

direng orammin arttig: bildirilmistir (41).

Candida turlerinin konak hilicreye baglanmasinda esas rolti oynayan, hiicre yizeyinde
bulunan adezinlerle konak hiicre yizeyinde bulunan reseptorlerin birbiriyle etkilesimidir.
Olusan infeksiyonun patogenezi ile Candida’'mn aderans yetenegi arasinda korelasyon
izlenmistir (22, 42)

Candida turlerinin epitel ve endotel hiicrelerine aderansinda Csd, iCsb, fibronektin ve
Ostrojen reseptorleri, mannoprotein, salgisal aspartik proteinaz, faktor 6 (antijen 6), laminin
reseptort ve fibrinojen baglayan proteinler gibi ligantlarin roli bulunmaktadir (43). C.
albicans adezinleri glikoprotein yapida olup, aderans mikroorganizmanin yizeyine eksprese
edilen ““Agglutinin-Like Sequence’’ (ALS) gen ailesi araciligi ile gergeklestirilir. ALS gen
ailesi Ala 1 (“agglutinin-like adhesin”) ve Hwp 1'i icermekte ve 8 gen ile kodlanmaktadir.
ALS genleri, ireme durumlarina bagli olarak farkl: sekillerde eksprese edilmektedir (44, 45).

12



4.4.2. Biyofilm Yapime

Siklikla vaskiler ve Uriner kateterler, eklem protezleri, protez kalp kapaklar: gibi tibbi
cihazlarin varliginda infeksiyon olusturan Candida turleri bu aletlerin ylzeylerine yapisarak
biyofilm Uretimi ile kolonizasyon olusturabilirler. Biofilm yapimi sonucu olusan
kolonizasyonun, antifungal direng ve kandidemide artisa yol agtigi belirtilmistir. Candida
turlerinin biyofilm olusturma yetenegi ile virulansin derecesi arasinda pozitif bir iliski oldugu
bildirilmektedir (41, 46).

Biofilm; mukopolisakkarit yapida ekstraselliler bir polimerdir. Kateter yiuzeyinde
olusan biyofilmde hem mikroorganizmaya hem de konaga ait faktorler rol oynamaktadir. Bu
yapisma ve Kkolonizasyon igin mantarin “slime” faktorinun, konagin da fibrin ve
fibronektinlerinin karsilikli etkilesimin gerekli oldugu bildirilmektedir. Biyofilmlerdeki
hiicrelerin planktonik htcrelerden tamamen farkli fenotipik ozellikler gosterdigi, klinikte
kullanilan antifungallere de bu hticrelerden daha direncli oldugu ve infeksiyon igin bir kaynak
olusturduklar: belirtilmektedir (46, 47).

Candida turleri arasinda “slime” dretimi en sik olarak C. albicans'ta gorulmektedir.
Kateter kaynakli infeksiyonlarda yiksek oranda rol oynayan C. parapsilosis icin “slime”
dretiminin 6nemli bir virulans faktort oldugu; ayrica C. glabrata ve C. kefyr’'in de “slime”
Urettigi saptanmustir (48, 49).

4.4.3. Enzimler ve Doku /nvazyonu

Candida turlerinin konak hticreye kolonizasyonunda rol oynayan hidrolitik enzimlerin
fizyolojik rolt, deri ve mukozal bariyerlerin yikimidir. Bu sekilde Candida’larin konak
hicreye daha gucli aderansi saglanmakta ve bu sSlreci besin saglama amaciyla
mikroorganizma tarafindan konak proteinlerinin sindirimi izlemektedir. Bu sekilde konak
savunma mekanizmalarinda 6nemli rol oynayan immunglobulin ve sitokinler parcalanmakta
ve boylelikle immun bariyer ortadan kalkmaktadir. Candida turleri tarafindan Uretilen
ekstrasellUler hidrolitik enzimler arasinda salgisal aspartik proteinaz (sap), fosfolipaz ve lipaz
enzimleri dnemli gruplar: olusturmaktadir (41, 50).

4.4.3.1. Proteinazlar

Candida turleri tarafindan en sik Uretilen hidrolitik enzimler sap’lardir. Sap’lar konak

hiicre yuzey molekullerinin pargalanmasina neden olmakta, hiicre membranlarinda hasar
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olusturarak Candida’ larin dokulara invazyonunda dogrudan rol oynamaktadir. Aym zamanda
sap’lar konak immun sistem molekdlleri ve hicreleri tGzerine etki ederek antimikrobiyal
aktiviteyi ortadan kaldirmaktadir (51).

Ekstraselltler proteinazlar: en sik C. albicans salgilarken, bu enzimler C. dubliniensis,
C. tropicalis, C. parapsilosis, C. lusitaniae tarafindan da salgilanmaktadir. Sap’lar1 kodlayan
10 kadar SAP geni bulunmaktadir. Bu enzimleri kodlayan ilk sekiz gen (SAP 1-8)
ektrasellller mesafeye salinirken, SAP 9 ve SAP 10 membrana bagli olarak bulunmaktadir
(51, 52, 53).

SAP gen ekspresyonu Ozellikle C. albicans ic¢in hif olusumu, adezyon ve fenotip
degisimi gibi diger virtlans faktorleri ile de yakin iliski gostermektedir. SAP1, SAP2, SAP3
genleri yalmizca maya hticrelerinde; SAP4, SAPS5, SAP6 ise hif yapilarinda bulunmaktadir.
SAP 1-3'0Un ylUzeyel, mukozal ve kutandz infeksiyonlarda; SAP 4-6'nin ise sistemik
infeksiyonlarda rol oynadigi gosterilmistir (54, 55).

4.4.3.2. Fosfolipazlar

Fosfolipidler biyolojik membranlarin yapisal ve fonksiyonel en dnemli komponenti
olup, ekstraselluler fosfolipazlar konak hticre membramndaki gliserofosfolipidlerin ester
baglarim hidrolize ederek konak hilicre membraninda hasara ve bunun sonucunda da
invazyona yol agarlar. Fosfolipazlar konak hiicreye penetrasyon, epitel hiicrelerine tutunma,
insan agiz epiteline invazyonda gorevlidirler (51).

C. albicans suslarinda en sik olmak Uzere diger Candida tdrleri, Cryptococcus
neoformans ve Aspergillus fumigatus gibi patojen mantarlarda da fosfolipaz enzimi
Uretilmektedir. C. albicans'taenzimin A, B, C, D, lizofosfolipaz ve lizofosfolipaz-transagilaz
formlart tanimlanmistir (Wwgb39). Cesitli ¢alismalarda Candida’daki in vitro fosfolipaz
aktivitesi ile virulans arasinda korelasyon saptanmustir (56, 57, 58).

4.4.3.3. Lipazar

Lipazlar mono-di-triagilgliserol ve diger fosfolipidlerin ester baglarimin hidrolizini
katalize etme yetenegine sahip olup, on Uyeli bir gen ailesi tarafindan kodlanirlar (LIP 1-10).
C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis ve C. krusei suslarimin lipaz aktivitesi gosterdigi ve
bu genleri eksprese ettigi saptanmigtir. C. albicans'in konak dokudaki virulans ve
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persistansinin, LIP genlerinin in vivo ve in vitro olarak lipolitik aktivite gdstermesini
yansittig1 distntlmekte ve konu ile ilgili arastirmalar halen sirmektedir (51).

Son yillarda iki yeni hidrolitik enzim olan ekstraselliler serin ve metalloproteinaz
aktiviteleri C. albicans ve C. guilliermondii suslarim iceren sivi kiltirde belirlenmistir.
Ancak diger hidrolitik enzimlerden farkli olarak bu enzimler ile Candida’larin virulansi
arasinda net bir iliski tammlanamamustir (59, 60).

4.4.4. Morfolojik Degisim

Morfogenez, Candida’larin gelisimi sirasinda gegirdigi degisimleri ifade eder ve
sonugta farkli kosullara bagli olarak tek bir Candida hticresinin pleomorfik, degisken bir yap:
sergilemesine neden olur. Morfolojik degisim Candida’larin yasamint strdirmesi igin degil,
farkli ortam kosullarina adapte olabilmesi ve treyebilmesi icin gelistirdigi bir mekanizmadir
(61).

Candida turleri maya ve hif formlar: arasinda geri donustimli gegis yetenegine sahiptir.
Cssitli kosullara bagli olarak maya, yalanci ve gercek hif olusturabilmektedir. Mayadan hife
gegiste konaga iliskin bazi faktorlerin rol oynadigi dustintlmektedir. Mukozadaki kosullara
benzerlik gosteren 37°C’ nin altindaki sicaklik, asit pH ve serumun olmadig: bir ortam maya
seklinde Uremeyi indiklerken, 37°C sicaklik, ndtra pH ve serumun ortamda bulunmasinin hif
formunun gelismesini indikledigi gosterilmistir. Bu formlar arasindaki morfolojik gegisin,
konakta Candida’larin Gremesini uyarip, konak hticreye invazyonu ile korelasyon gosterdigi
dustnulmektedir. Cimlenme borusu ve hif formlarimin aderanslarinin maya formuna gore
daha fazla oldugu, doku invazyonunda gergek ve yalanci hiflerin énemli bir rol oynadig:
bildirilmektedir. Ozellikle C. albicans icin maya formundan hif formuna gegis, doku
invazyonu igin gereklidir (61, 62).

Maya-hif dontsimi sirasinda maya hicrelerinin yizeylerindeki reseptorler tarafindan
algilanan sinyaller (1si, pH, aminoasitler gibi) hticre icine iletilerek hicre icinde cAMP,
CcGMP ve bazi iyonlarin miktarlarinda degisiklikler olusmasina neden olmaktadir. Olusan
iyon akimi sonucunda hif seklinde uzama gerceklesmekte olup, bu forma dontsumtin ilk
basamagini ¢cimlenme borusu olusturmaktadir. (36).
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4.4.5. Fenotip degisimi

Fenotip degisimi, geri donusumli olan, C. albicans suslarinda spontan olarak siklikla
gerceklesen bir olaydir. C. albicans kolonileri 10*- 10" gibi yiiksek siklikta diiz, yildiz,
noktali, purttklt, dizensiz burusuk ve taylt gibi farkli fenotipler arasinda degisim
gostermektedir. Bununla birlikte fenotipik degisim ile C. albicansin virulansi arasindaki
iliski belirgin degildir. Yuvarlak-ovalimsi, beyaz (“white”) faz hucrelerinin; genis ytzeyli,
yassi, yuzeyi partkla, gri renkli koloniler olusturan uzun, biyidk opak (‘‘opague’’) faz
hicrelerine dontusumi “W-O” degisimi seklinde degerlendirilmektedir. Opak faz hiicrelerinin
kutandz kandidoz modelinde deriye kolonizasyon yeteneginin beyaz faz hicrelerinden daha
yiksek oldugu saptanmustir. Ilging olarak sistemik hayvan modelinde ise opak faz
hicrelerinin beyaz faz hiicrelerinden daha az virtlan oldugu saptanmustir (41, 63, 64, 65).

Fenotipik degisimine ugramis izolatlarin antifungallere daha yiuksek diizeyde direng
gogerdigi ve fenotipik degisimin; antijenik yapiyi, adezyonu, hif olusumunu, notrofillere ve
oksidanlara duyarlilig: ve de antifungallere duyarlilig: etkiledigi bildirilmektedir (66).

4.4.6. Hucre Ylizey Hidrofobisites

Mayalarin, patogenez esnasinda hidrofobik proteinlerini hiicre duvar ylzeyinde
eksprese ettikleri ve konak hticresi ile hidrofobik iliskiye girdikleri saptanmistir (19, 61, 67).

4.4.7. Sderoforlar: Kullanabilme Yetenegi

Sideroforlar, demiri depolandigi dokudan veya transferrinden alan, dusik molekuler
agirlikli bilesiklerdir. Candida’lar, Gremeleri icin gerekli olan demiri, diger Candida’ lara ait
sideroforlardan veya Enterobacteriaceae ailesinin sideroforlarindan saglayabilmektedir (68).

4.5. Candida Tiirlerinin Neden Oldugu infeksiyonlar

Candida tdrleri, mukozal kolonizasyondan coklu organ tutulumuna kadar cesitli
infeksiyonlara yol agabilirler. Candida infeksiyonlarimin  klinik yansimas: kutantz/
mukokutandz infeksiyonlar, kronik mukokutantz kandidoz ve sistemik kandidoz olmak Uzere
Uce ayrilabilir. Mukokutantz infeksiyonlar; oral kandidoz, 6zefagus kandidozu, 6zefagus dis1
gastrointestinal kandidoz, vulvovajinal kandidoz ve kutantz kandidoz tablolarim icerir.
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Sistemik kandidoz ise kandidemi, akut yaygin kandidoz, kronik yaygin kandidoz ve gesitli

organ sistemlerinin tutulumunu iceren derin organ kandidozundan olusmaktadir (37).

4.5.1. Kutantz ve Mukozal Kandidoz

Kutantz Candida infeksiyonlar: genellikle travma, diabet, AIDS, gebelik, gen¢ veya
ilerlemis yas, dogum kontrol haplari, kortikosteroidler veya antibiyotiklerle sagaltim, kan
glukoz dizeyinin yuksekligi, hticresel immin yetmezlik, endokrin dengesizlik ve derinin uzun

siire nemli kalmasi gibi bazi kosullar nedeniyle ortaya gikmaktadir (22).

4.5.1.1. Oral Kandidoz

Oral kandidoz tablosunda agizda agri, dilde yanma ve disfgji en sk karsilasilan
semptomlardir. Agiz iginde lezyonlar: olan hastalar siklikla asemptomatiktir. Bulgular; dilde,
yanaklarda, bogazda ve yuzeyel mukozada diffliz bir eritem ve bunun Uzerinde birbirinden
bagimsiz, yama tarzinda yerlesmis beyaz, plaklardir. Plaklar zorlukla da olsa yerlerinden
kaldirilabilmekte ve bunlarin altinda eritemli ve bazen kanamali alanlar gozlenmektedir.
AIDSli hastalarin hemen hemen %100 Gnde hastaligin bir doneminde ora kandidoz
gegirilmekte olup, AIDSi tammlayict bir durum olarak kabul edilmektedir. Akut
pseudomembrantz kandidoz, akut-kronik atrofik stomatit, “angular cheilitis’, kronik
hiperplastik kandidoz gibi klinik formlart bulunmaktadir (22, 37, 69).

Agiz iginden alinan strdntt 6rneginin gram boyasiyla veya kazinti drneginin potasyum
hidroksit veya kalkoflor beyazi boyasiyla degerlendirilmesinde hif ve yalanci hif gorilmesi
tan koydurucudur (37).

4.5.1.2. Ozefagus Kandidozu

Candida 6zefgjiti en sik disfaji, odinofaji ve retrosternal agri semptomlarina yol acar.
Bu tablo %60’ in Uzerinde ora kandidoz ile birlikte seyreder. Kesin tam endoskopi sirasinda
alinan biopsi materyalinde doku invazyonunun histolojik olarak saptanmasiyla konulmaktadir
(22, 37).
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4.5.1.3. Ozefagus Dis: Gastrointestinal Kandidoz

Gastrointestinal sistemde mide tutulumu, 6zefagustan sonra ikinci sikliktadir. Candida
turleri, 6zellikle gastrik tlser gibi 6nceden varolan gastrik lezyonlarin bulundugu bdlgelere ve
gastrik rezeksiyon yapilmis yerlere yerlesir ve infeksiyon yalanci membranlar seklinde
seyreder (22).

4.5.1.4. Vulvovajinal Kandidoz

Saglikl kadinlarin %10-20"sinde Candida turleri vajinada normal flora Uyesi olarak
bulunmaktadir. Gebelik, yiksek oranda Gstrojen iceren oral kontraseptiflerin kullamm ve
kontrolsiiz diabet asemptomatik kolonizasyonu arttiran etkenlerken, kortikosteroit kullanima,
antimikrobiyal sagaltim ve intrauterin cihaz kullammu predispozan faktorler arasinda yer alr.
Candida turleri perianal bdlgeden vajinal bolgeye eriserek vajinadaki epitel hiicrelerine adere
olur. C. albicans bu hticrelere non-albicans Candida turlerinden daha anlamli oranda aderans
gostermektedir. Vulvovajinal kandidozlarin %80’ ininden C. albicans in sorumlu oldugu, onu
C. glabrata ve C. tropicalisinizledigi bildirilmistir (22, 37).

4.5.1.5. Deri Kandidozu

Kuru, saglam deri fungal invazyon agisindan potansiyel bir bariyer olup, nemlilik ve
bitinltGgun bozulmas: epidermis direncini azaltmaktadir. Candida turleri derinin koltuk alti,
kasik, meme alt1 gibi kat yerleri, el ve ayak parmak aralari, perineal bolge gibi nemli ve sicak
bolgelerinde Ureyerek infeksiyona neden olurlar. C. albicans ve C. tropicalis deri ve tirnak
yuzeyel infeksiyonlarinin en sik etkenleridir. Candida tdrleri, tirnak ve tirnakla birlikte
cevresindeki yumusak dokuyu da infekte ederek onikomikoz ve paroniki’ye neden olur (22,
27, 70).

4.5.2. Kronik Mukokutantz Kandidoz

Kronik mukokutandz kandidoz (KMK); 16kosit fonksiyonu veya endokrin sistemle ilgili
cok sayida genetik kusur ile iliskili deri ve mukoz membranlarda Candida turlerinin
olusturdugu kronik, direngli, firsat¢i bir infeksiyondur. KMK genellikle T-hiicre bozuklugu
olan ¢ocuklarda hayatin ilk 20 yilinda baglar. Cok farkli klinik belirtiler gosteren bu tablo igin,

klinik belirtilerin birlikte gérulmesine gore yedi grup tammlanmistir (22).
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KMK ile ilgili en 6nemli immun defekt; T-lenfositlerin Candida antijenlerine karsi
yeterli immun yanit olusturamamasidir. Hastalarda buna bagli olarak en yaygin anormallik
Candida antijenlerine kars1 gecikmis tip kutandz reaksiyonun negatif saptanmasidir (22).

KMK ile iliskili endokrinopatiler arasinda hipoparatiroidizm, hipoadrenalizm, kronik
lenfositik tiroidit, hipotiroidi, gonadal yetmezlik, pernisiydz anemi ve diabetes mellitus yer
amaktadir. Otoimmun antikorlar; adrenal, tiroid, gastrik dokularda ve melanin Ureten
hticrelerde bulunmaktadir (22).

4.5.3. Sstemik Kandidoz

Sistemik kandidoz; Candida turlerinin hematojen yayilimindan kaynaklanmakta olup,
kateter kaynakli kandidoz, akut dissemine kandidoz, kronik dissemine kandidoz ve derin
organ kandidozu olmak Uzere dort ana grup altinda toplanmaktadhr (71).

4.5.3.1. Kateter Kaynakl; Kandidoz (Kandidemi)

Kandidemi, sistemik kandidozun en sik ortaya cikis sekli olup, hastanede yatan
hastalarda mortalite ve morbiditenin en 6nemli nedenidir (72). Kandidemi, kanitlanmis organ
tutulumu olmaksizin, infeksiyon belirti ve bulgular: olan bir hastada en az bir yada daha fazla
kan kilttriinde Candida tremesi anlamina gelmektedir (30). Son yillarda genis spektrumlu
antibiyotiklerin, santral ventz kateterlerin, yogun bakim hastalarinda hemodiyalizin,
glukokortikoitler ve diger immunmodulatdrlerin kronik kullammi, protezler ve neoplastik
durumlar igin kullamlan agresif kemoterapiler gibi tibbi islemlerin yayginlasmasi nedeniyle
insidans artmistir (74). ABD’de kan dolasimi infeksiyon etkenleri arasinda Candida tarleri,
dordlincl sirada yer almakta olup, mortalite oranlar1 %40 in Uzerindedir (75).

Son yillarda kandidemi etkeni olan tirler arasinda degisim sz konusu olsa da hala en
sik olarak C. albicans soyutlanmaktadir. Non-albicans Candida turlerinin saptanma sikligi ise
goreceli olarak artmustir. Bunlar arasinda en sik olarak C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei ve

C. parapsilosis saptanmaktachr (73, 74).
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4.5.3.2. Akut Dissemine Kandidoz

Akut dissemine kandidoz; hematolojik maligniteli, sitotoksk kemoterapi alan
notropenik hastalarda en yaygin olarak gorilen formdur. Kugik damarlarda vaskulit
olusumuna bagli olarak eritematdz veya hemorgjik dokuntilerle karakterize olan bir klinik
tablodur (74).

4.5.3.2.1. Infektif Endokardit

Candida tirlerine bagli olarak ortaya c¢ikan infektif endokardit, Ozellikle kronik
intraventz kateter veya blyik capli hemodiyaliz kateteri kullamilan hastalarda gortlmektedir.
Candida endokarditi icin diger risk faktorleri; protez veya normal olmayan kalp kapakgiklari,
ventrikuler septal defekt gibi dogumsal kardiyak anomaliler, eroin gibi ilag enjeksiyonu
Oykusti bulunmasidir (74). En sik soyutlanan etkenler arasinda C. albicans kadar C.
parapsilosis oram da yiksek olup, bu durumun C. parapsilosisin protez endovaskiler

yuzeylere yoneliminden kaynaklandig1 distntlmektedir (76).

4.5.3.2.2. Vertebral Osteomyelit

Ozellikle tam konmamis veya sagaltim yapiimamis kandidemilerde vertebral
osteomyelit gelisme siklig1 artmaktadir. Hastalarda kandidemi atagindan birkag hafta sonra,
ilerleyici lokal sirt agrisi, ates ve kilo kaybr gibi semptomlar ortaya gikmaktadir (77).

4.5.3.2.3. Endoftalmit

Sagaltilmamis  kandidemi  vakalarinin  %37'sinden fazlasinda retinal  lezyonlar
saptanmakta olup, etkin sistemik antifungaller ile iki haftalik sagaltim bu oram %21’in atina
distrmektedir. Candida endoftalmiti, sagaltim almamis vakalarda retinal nekroz ve korlige
kadar ilerleyebilmektedir. Hastalarin yaklasik olarak %90'inda C. albicans etken olarak
saptanmaktadir (74, 78).

4.5.3.3. Kronik Dissemine Kandidoz (Hepatosplenik Kandidoz)

Kandidemi sirasinda notropeni gelismis hastalarda ortaya ¢ikan dissemine kandidozun
kronik formudur. infeksiyon akut losemi, myelodisplastik sendrom ve aplastik anemi gibi
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uzun sire nétropenik kalan hastalarda daha sik gelisir. Genis spektrumlu antibakteriyel
sagaltima karsin atesin en az iki hafta slireyle devam ettigi ya da nétropeni dizeldikten sonra
atesin basladig1 hastalarda bu klinik tablo distinilmelidir. Barsakta Candida kolonizasyonunu
takiben gastrointestinal mukozanmin bitinltgt bozulmakta ve lamina propria invazyonu
gelismektedir. Submukozal kan damarlarinin porta vendz sisteme drengji ile karaciger, dalak
ve bobrekte fokal abseler ile karakterize tablo ortaya gikmaktadir (22, 74).

4.5.3.4. Derin Organ Kandidozu

Kandidemili hastalarda sistemik invazyon olasiligi pozitif kan kiltiri sayisi ile
koreledir. Notropenik hastalar visseral yayilim agisindan yuksek risk altindadirlar. Yayilim
siklikla kalp, meninksler, idrar yolu, deri, g0z, karaciger ve dalak gibi bdlgelere olmakta ve
Candida tirleri perikardit, miyokardit, endokardit, menenjit, Uretrit, sistit, septik artrit,
tenosinovit, pndmoni gibi infeksiyonlara neden olmaktadir (22, 74)

Candida turleri hastanede yatan hastalarda da oOnemli infeksiyonlara neden olur.
Hastane infeksiyonlar: arasinda funguslarin ve 6zellikle bunlardan Candida infeksiyonlarinin
ayr1 bir 6nemi sbz konusudur. Hastane kaynakli tim infeksiyonlarin yaklasik %15’ inde, tim
hastane kaynakli fungal infeksiyonlarin %70’ inde etken Candida tdrleridir (4). Hastane
kokenli kandidoz etkeni olarak en sik gordlen tirtin C. albicans oldugu, bunu non-albicans
Candida turlerinden C. tropicalis, C. parapsilosis ve C. glabrata’ mn izledigi bildirilmektedir
(29).

4.6. Candida infeksiyonlarinin Tanis

Candida infeksiyonlarinin tanisi icin alinacak ornekler olarak kan, beyin omurilik sivisi
(BOYS), idrar, aspirat, solunum yolu 6rnekleri, doku biyopsi 6rnekleri, agiz ve vajen strintt
ornekleri, sag-tirnak-deri kazinti 6rnekleri sayilabilir (79).

Candida infeksiyonlarinin standart laboratuvar tarsi igin; etkenin klinik 6rnekten direk
mikroskobik olarak saptanmasi, histopatolojik olarak dokuda belirlenmesi, kultirden
izolasyonu ve identifikasyonu gerekmektedir (80, 81).
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4.6.1. Direkt Bak:

Klinik orneklere uygulanacak ilk islem direkt bakidir. Bu amagla yas preparat
hazirlanabildigi gibi %10-20'lik KOH, Gram, metilen mavisi, Wright, Giemsa, kalkoflor
beyazi, periyodik asit-schiff (PAS) ve methenamin gimis boyasi ile hazirlanan preparatlar
kullanilabilmektedir. Candida turleri dokuda en iyi PAS ve methenamin giimis boyasi ile
gosterilmektedir. KOH, kalin mukoit ve sag, deri, tirnak gibi keratinize drneklerden Candida
turlerinin - ayristirilmasint  saglamaktadir. Hazirlanan KOH preparatinda tomurcuklanan
blastosporlarin yamnda yalanci hiflerin gortlmesi, tamda kiltirden daha degerlidir. Direkt
incelemede KOH veya KOH ile birlikte Candida hiicre duvarindaki kitine baglanma 6zelligi
gogteren kalkoflor beyazinin kullamimast duyarlilig: arttirmaktadir (80, 82, 83, 84, 85).

Hazirlanan boyal1 direkt preparatlarda tomurcuklanan maya hiicreleri, yalanc: ve gergek
hif yapilar1 aramir. Yalanci ve gergek hif yapilarimin gordlmesi dokuya invazyonun yani
infeksiyonun gosterges olarak kabul edilir (25, 29).

4.6.2. Kultdr

Sistemik kandidozda tanmi koydurucu temel yontem kan kdltort ile Candida mn
izolasyonu ve tUrinin belirlenmesidir (86). Ancak, sagaltim sonucu kultirde Gremenin
inhibisyonu, organizmalarin kana aralikli olarak gecmesi gibi faktérlerin yaminda rutin ya da
fungal kan kdlturlerinin glivenilir olmamas: veya bu ortamlarda Candida’ mn yavas Uremesi
gibi sebeplerden dolay: olgularin sadece %58’ inde kan kuilttr pozitifligi saptanmaktadir (89,
121).

Candida turleri genel olarak mikolojik ve koyun kanli, at kanli bakteriyel besiyerlerinde
kolaylikla drer. Klinik 6rneklerden Candida turlerinin soyutlanmasi igin onerilen primer
izolasyon besiyeri SDA olup, besiyerine ekilen 6rnekler 30°C’ de inkiibe edilmektedir. SDA
disinda; koyun kanl1 beyin kalp inflizyon agar, Sabouraud beyin kalp inflizyon (SABHI) agar,
inhibitor mold agar gibi besiyerleri de kullamlabilmektedir. Bu besiyerleri igine sikloheksimit
gibi antimikotikler ilave edilerek kontaminant saprofit mantarlarin; kloramfenikol ve
gentamisin gibi antibiyotikler ilave edilerek de bakterilerin Gremesi engellenmektedir (81,
88). Ureme genellikle 24-72 saatte saptanmaktadir. Oda 1sisinda, 30°C’de veya 37°C’de
olusan kolonilerin goranimd kirli beyaz veya krem rengi, nemli, dizgin veya burusuk

kenarli, dizgin ytzeyli veya gobekli; daha uzun sireli inkiibasyonla kivrimli, mat ya da
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parlak yapida olup, maya kokulu ve yumusaktir. 37°C’ de Ureyebilmeleri kontaminant saprofit
mantarlardan ayrimda 6nemli bir 6zelliktir (29, 30, 85).

Candida turleri arasinda, ¢cogu C. albicans susu kanli agar gibi zengin besiyerlerinde
koloni sinirlarindan perifere dogru gelisen ve ayaks: koloniler olarak adlandirilan kisa
uzantilar olusturmakta olup, gegmis yillarda bazi arastiricilar tarafindan bu 6zelligin direkt
olarak identifikasyonda kullamilmasi 6nerilmistir. C. tropicalis ve C. krusai izolatlarimin da
ayakst  koloniler olusturabilmesi nedeniyle, bunun saptanmasinin, C. albicans
identifikasyonunda kesin bir kamt olmadigi, ancak ayakst koloni olusturmayan C.
parapsiloss ve C. glabrata'mn dislanmasinda bir 6n bilgi olarak kullanilabilecegi
belirtilmistir (87).

4.6.3. Candida Turlerinin /dentifikasyonu

4.6.3.1. Cimlenme Borusu Testi

Kulturde dreyen maya kolonilerinin tammmlamasinda uygulanacak ilk yontem ¢imlenme
borusu tegtidir. Bu test; klinik drneklerden soyutlanan mayalarin yaklasik olarak %75’ ini
olusturan C. albicans'in, diger Candida turlerinden ayrilmasim saglayan hizli ve kolay bir
testtir. Test icin az bir miktar koloni ile 0.5 ml insan serumu veya tavsan plazmas: bir tip
icerisinde karistirilip, 35°C’ de stireyi asmamak Uzere 3 saat inklibe edilir. Stire sonunda maya-
serum siispansiyonundan lama bir damla damlatilir ve lamel ile kapatilip, ¢gimlenme borusu
varligi agisindan mikroskobik olarak incelenir. Cimlenme borusu maya hicresinin
genisliginin yarisi, boyunun ise 3-4 kat1 kadar uzunluktadir. Maya hiicresinden ¢ikan paralel
uzantilar olarak gozlenir ve hiicreden cikis noktasinda bogumlanma olusturmaz. C. tropicalis
¢cimlenme borusu ile karisabilecek hif baslangici benzeri yapilar Uretebilir ancak hifin ana
hiicreden ¢ikis yerinde darlik mevcuttur ve blastokonidyalar1 C. albicans inkilerden daha
genistir (35, 69, 89).

Cimlenme borusu saptanmasi etkenin C. albicans oldugunu, saptanmamasi blyuk
olasilikla C. albicans dis1i Candida oldugu dustndurdr. Ancak, C. albicans'larin yaklasik
%5’ inde ¢cimlenme borusu negatif olarak bulunmaktadir. Ug saatten uzun siiren inkiibasyon ve
yogun maya inokulumu kullamlmasi, antifungal sagaltim uygulanmast gibi durumlarda C.
albicans ¢cimlenme borusu olusturmayabilir (35, 69).
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4.6.3.2. Morfolojik Ozelliklerin Degerlendirilmes

Misir unu-tween 80 agar, piring 6zitl tween 80 agar gibi besin agisindan fakir ortamlar,
lam kaltdrd yontemi ile Candida turlerinin morfolojik 6zelliklerinin degerlendirilmesini ve bu
yolla da turlerin birbirinden ayirt edilmesini saglar. Misir unu-tween 80 agara ekim igin yeni
Uremis bir koloniden 0ze ile gok kiguk bir miktar alinip, 6ze 45%lik agi ile tutularak besiyeri
yuzeyine Ug paralel ¢izgi cekilir. Agarin yuzeyine, inokulasyon gizgilerini Ortecek sekilde
steril bir lamel kapatilir. 30°C’ de 24 ile 48 saat inkibe edilir ve mikroskobik olarak incelenir.
Bu yontemle mayalarin olusturduklart gergek ve vyalanci hifler, blastokonidyalar,
klamidosporlarin yap1 ve yerlesimlerine gore tir diizeyinde tanimlamaya gidilir (29, 69).

Misir unu-tween 80 agarda hiflerin uglarindan genis, kalin duvarli, genellikle tekli
terminal klamidosporlar, gergek ve yalanci hifler, yalanci hiflerin gevresinde kimeler
olusturmus blastokonidyalar gortlmesi C. albicans olarak tammlanir (29, 69, 90).

C. tropicalis uzun yalanci hifler boyunca, bogumlanma noktalarinda tekli veya kiguk
duzensiz kuimeler halinde az sayida blastokonidya dretimi ve nadiren yalanci hiflerin
uclarinda ince duvarli, g6z yas1 damlas: seklindeki hiicreler olusturur (29, 69, 90).

C. guilliermondii az sayida, kisa yalanci hif ve bunlarin bogumlari gevresinde kuguk
blastokonidya kiimeleri olusturur, gergek hif Gretmez (29, 90).

C. parapsilosis egri gorinumdeki kisa yalanci hifler boyunca tekli veya kicuk kiimeler
halinde dizilmis blastokonidyalar ve nadiren dev hicreler olarak isimlendirilen buyuk hifler
Uretir (29, 69).

C. krusal capraz konulmus kibrit ¢opleri seklinde, aga¢ benzeri goérinim veren uzun
blastokonidyalar ile yalanct hifler olusturur (29).

C. glabrata kucik, oval ve uclarindan tomurcuklanan maya hiicreleri Uretir, yalanci hif
olusturmaz (29).

C. kefyr tipik olarak bir derede ytizen kutukler goriniimii veren belirgin sekilde daginik,
capraz giden kimeler olusturan dikdortgen seklinde uzamis blastokonidyalar ile yalanc hifler
olusturur (29, 69, 90).
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4.6.3.3. Peptit Nukleik Asit- Floresan In Stu Hibridizasyon Metodu (PNA-FISH)

C. albicansin pozitif kan kultirinden direkt olarak identifikasyonu amaciyla
tammlanan yontemlerin sayisi kisithidir. Bu metotlarin temeli FISH ve PZT gibi molekiler
yontemlere dayanir. FISH, molekiler patoloji laboratuvarlarinda tamisal amagli kullamilan bir
yontem olup, histolojik kesitlerde mikroorganizmalarin tanimlanmasi ve ayirt edilmesi igin
kullamilmaktadir. Bu teknoloji klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kiltirden veya direkt
ornekten uygulanabilmektedir. Pozitif kan kdltdrlerindeki  bakterilerin, mayalarin
tammmlanmasi, hastane ortamindan soyutlanan Candida tirlerinin hizli identifikasyonunda
geleneksel FISH yontemi kullanilmaktadir (91, 92).

PNA “probe’lari, DNA “probe’larina benzeyen, 6zgulligu yiksek, afinitesi guclt ve
kinetigi hizli, rRNA gibi hedefleri hibridize edebilme 6zelligine sahip “probe” lardir. rRNA’y1
hedef alan PNA “probe’lari ile birlikte FISH yonteminin kullanildigi PNA-FISH metodu yeni
bir yontemdir. C. albicans'a 6zgii PNA-FISH “probe’larimin pozitif kan kilttrlerinde C.
albicans ile non albicans Candida tdrlerinin birbirinden ayriminda basarili oldugu
gogerilmistir (92).

Cimlenme borusu testi negatif ve atipik C. albicans izolatlari bu yontem ile
tanimlanabilmektedir. Gelecekte C. albicans igin gelistirilmis PNA-FISH “probe’ larinin C.
glabrata ve C. krusei gibi diger Candida turlerini de tammyan PNA “probe’lar ile
birlestirilmesi ile identifikasyon spektrumunun genisletilebilecegi disunilmektedir (91, 92).

4.6.3.4. Ureaz Tedti

Ureaz tedti, Ureaz enzimi Uretimini saptayan bir yontemdir. Uygun substratlarin
varliginda Ureaz enzimi Ureyi parcalayarak amonyak aciga cikartir, bu da besiyeri pH' sim
arttirarak fenol kirmizisi indikatérinin sar: renkten pembe renge degisimini saglar. Hemen
hemen tim Candida turleri Ureaz negatif olup, C. lipolitica ve C. krusai’nin bazi suslari
pozitiftir. Ureaz testi diger mayalar ile Candida’larin birbirinden ayriminda 6nemlidir (85,
89).

4.6.3.5. Hid: Trehaloz Testi

Hizl1 trehaloz testi flukonazole kars1 azalmis duyarliligi nedeniyle hizli tammmlanmasinin
Onem kazandig1 C. glabrata’ mn ¢ saat icinde olasi identifikasyonuna olanak saglayan bir
yontemdir. “Clinical and Laboratory Standarts Institute” (CLSI) M35-A’da C. glabrata
identifikasyonu ic¢in hizl1 trehaloz testi kabul edilmistir. Trehaloz testinde yanlis pozitiflikler
saptanabilse de C. glabrata ¢imlenme borusu olusturmamasi ve kiiglk hiicre boyutu ile diger
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turlerden ayirt edilebilir. Son yillarda hizl1 trehaloz testinin gesitli modifikasyonlar: kullanima
girmistir. GLABRATA GTT (Fumouze Diagnogtics, LevallouisPerret Cedex, France)
trehaloz ve maltoz hidrolizini birlikte saptayan bir testtir. C. glabrata trehalozu ¢ok hizli bir
sekilde hidroliz ederken, mayalarin ¢ogunlugu tarafindan hidroliz edilen maltozu hidroliz
edemez. Test kabul edilebilir duyarlilik ve 6zgulluk saglamakla birlikte segilen treme ortam
yanlis pozitifliklere neden olabilmektedir. Kanli agar, C. albicans ve C. tropicalisicin yuksek
oranda yanlis pozitifliklere yol agabilecegi icin kullamlmamalidir. En uygun ortam
CHROMAgar Candida ve Sabouraud Glukoz (%4'IUk) agar olarak goralmektedir.
Kromojenik agardaki koloni rengi ile birlikte GLABRATA GTT veya hizl1 trehaloz testinin
birlikte kullamilmasi 6zgulltgun artisina olanak saglayabilir. Hizl1 trehaloz ve maltoz hidroliz
testi modifiye edilerek batirilan serit yontemi sekline getirilmistir. Bu test yeterli duyarlilik ve
0zgullik saglasa da bu parametreler test inokulumunun Gremesi icin kullamilan ortamdan
etkilenebilmektedir (93, 94, 95, 96, 97).

4.6.3.6. Kromojenik Besiverleri ile Identifikasyon

Candida turlerini, kromojenik substratlar yardimu ile olusan farkli renk ve morfolojileri
ile hizl1 ve basit bir sekilde tanimlayabilen cesitli kromojenik besiyerleri kullamlmaktadir. Bu
amacla kullanilan CHROMagar Candida (CHROMagar, BD Diagnostics), Albicans ID2 agar
(AID; BioMérieux, Marcy I'Etoile, Fransa), Candida ID (BioMérieux, Marcy I’ Etoile,
Fransa), Candiselect medium (Sanofi Diagnostics, Marnes-La-Coquette, Fransa), BiGGY agar
(Oxoid, Basingstoke, ingiltere), Fluoroplate Candida (Merck, Almanya), Fongiscreen 4H
(Sanofi Diagnostics Pasteur), Murex Candida albicans (Murex Diagnostics, A.B.D.) gibi ¢ok
sayida kromojenik besiyeri bulunmaktadir. Bu besiyerlerinde tam, tire 6zgl ekzoenzim
aktivites ile gesitli kromojenik substratlarin pargalanmast sonucu farkli kromojenik ayrisma
drdnlerinin ortaya ¢ikmasina bagli olarak farklt morfoloji ve degisik renkte koloni olusumu
temeline dayanmaktadir (35, 98).

CHROMagar Candida 6zellikle C. albicans, C. tropicalis ve C. krusei tirlerinin olasi
identifikasyonunda kullamlmaktadir. Bu besiyerinde 37°C’de 48 saat inklibasyon sonucunda
C. albicans turleri acik yesil, C. tropicalis turleri koyu mavi-lacivert, C. krusal turleri de
pembe renkli purttkli koloniler olusturmaktadirlar. Kromojenik besiyerlerinin karsilastirildig:
bircok calismada CHROMagar Candida besiyerinin duyarlilik ve 6zgulligl %100’ e yakin
oranlarda bildirilmektedir (99, 100, 101, 102).

26



Albicans ID2 ve Candida ID agar’in basta C. albicans olmak Uizere bazi1 non-albicans
Candida turlerini tammlayabilen, kolay degerlendirebilen besiyerleri olduklar1 rapor
edilmistir (100, 102). Bunun yamnda Candiselect medium ve BiGGY agar gibi besiyerleriyle
yapilan ¢alismalarda identifikasyonda kisithliklar gdze carpmaktadir (102, 103).

4.6.3.7. Karbonhidrat Asimilasyon Testleri

Karbonhidrat asimilasyon (glukoz, galaktoz, maltoz, siikroz, trehaloz, nisasta, D-ksiloz)
testleri Candida’larin tir diizeyinde identifikasyonu amaciyla kullamlan temel testlerden olup,
mayalarin oksijen varliginda karbon kaynagi olarak, 6zel bir karbonhidrat: kullanabilme
0zelligini saptamaktadir (35, 85).

Karbonhidrat asimilasyonu ve/veya enzim saptama amaciyla Bacti-Card Candida
(Remel Laboratories, Kanada), Murex C. albicans-50 (Murex Diagnostics, Norcross A.B.D.)
ve Albicans-sure (Clinical Standards Laboratories, Rancho Dominguez, A.B.D.) APl 20C
AUX (BioMérieux -Vitek, Fransa ), APl Candida (BioMérieux, Fransa), Uni-Y east-Tek kit
(Remel Laboratories, Kanada) ve Microscan Yeast |dentification Panel (Baxter-MicroScan,
West Sacramento, A.B.D.) gibi ticari testler bulunmaktadir. Bunlar belirli bir kimyasal profil
Uretmek icin farkli substratlar1 iceren kuyucuklardaki turbidite artisin1 veya renk dretimini
kullanirlar. Bu testler hizli ve 24-72 saatte sonug verebilir nitelikte olup, APl 20C AUX en
yaygin kullamlanmidir (85, 89, 98). APl 20C AUX sonuglari misir unu-tween 80 agarda
morfolojik gdrinumler ile birlikte degerlendirilerek sistem tarafindan verilebilecek birden
fazla tir arasinda ayrim yapilabilmektedir. Sistemin en sik karsilasilan kisitliligi maya
stispansiyonun uygun yogunlukta hazirlanmamasinin yanlis pozitif veya negatif sonuglara yol
acmasidir. Y apilan calismalarda APl 20C AUX sisteminin %95, Micro Drop sisteminin %84
ve Uni-Yeast Tek sisteminin %99 oraminda geleneksel yontemlerle benzerlik gosterdigi
saptanmustir (35, 69, 98).

Tar identifikasyonunda kullanilan diger sistemler; ID 32Cstrip system (BioMeriux),
Vitek Yeast Biochemical Card system (BioMérieux Vitek, Inc., Hazelwood, Mo.), Vitek 2
ID-YST card system (BioMérieux Vitek, Inc.), Quantum Il (Abbott Laboratories,USA),
Biolog YT MicroPlate system (Biolog, USA) ve RapidID Yeast Plus system gibi otomatize
biyokimyasal sistemleri icermektedir (85, 89, 98).

“Vitek Yeast Biochemical Card system” sik saptanan tirleri basariyla identifiye
edebilmekte iken nadir karsilasilan torlerin identifikasyonundaki yetersizlik sistemin
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kisitliligim olusturmaktadir. APl 20C AUX sisteminin referans yontem olarak kabul edildigi
bir calismada iki sistem arasinda %96,8 oramnda uyum saptanmistir. Son yillarda bu sistemin
yerini tam otomatize “Vitek 2 ID-YST card system” almistir. Bunun 6zellikle 18 saatlik
inktibasyon sonrasinda sonug vermesi 6nemli bir avantajidir (104, 105).

4.6.3.8. Karbonhidrat Fermentasyon testleri

Karbonhidrat fermentasyon (glukoz, galaktoz, maltoz, siikroz) testleri mayalarin CO, ve
alkol Uretimini arastiran testlerdir. Klinik 6rneklerden soyutlanan fermentatif mayalar CO, ve
alkol Urettikleri icin gaz Uretimi fermentasyonun bir gostergesi olarak saptanir. Ancak ortam
pH’st degismeyebilir. identifikasyon amacl olarak musir unu-tween 80 agarda tipik
morfolojinin  degerlendirildigi  laboratuvarlarda sk olarak  soyutlanan  tarlerin
identifikasyonunda fermentasyon testleri nadir olarak kullamilmaktadir. Bu testler Candida,
Cryptococcus ve Rhodotorula gibi nonfermentatif mayalarin birbirinden ayriminda yararhidir.
Endojen karbonhidratlarin Candida hicre duvarina baglanmast nedeniyle yalanci
pozitifliklerin izlenebilmesi bu testlerin en dnemli kisitliligini olusturmaktadir (35, 85).

4.6.3.9. Hi4: Identifikasyon Testleri

Hizl1 identifikasyon testleri koloni olusumunu takiben ayni guin iginde (<24 saat) sonug
veren yontemlerdir. Enzim temelli testler laboratuvarda sik olarak Uretilen maya tirlerine
0zgu olup, 6zgin ekzoenzimlerin saptanmast ile iki veya U¢ muhtemel tir arasindaki
karisikligin ortadan kaldirilmasinda faydal: olabilmektedir. Bu amagla 6zellikle C. albicans in
saptanmasi i¢in hizli testler bulunmaktadir. Bu testlere gereksinim C. albicans in %5 oraninda
¢cimlenme borusu ile negatif sonug vermesi ve ayni testte C. tropicalis ve C. dubliniensis ile
pozitiflikler saptanmasindan dogmustur. Bu gruba Candida albicans screen (Carr-
Scarborough Microbiologicals, Decatur Ga.), Albistrip (Lab M Ltd., Bury, United Kingdom)
ve BactiCard Candida test kit (Remel, Lenexa, Kansas, USA) gibi C. albicans
identifikasyonuna yonelik testler 6rnek olarak verilebilir. Her U¢ testte de sadece f
galaktozaminidaz Uretimi yerine prolin aminopeptidaz ve p galaktozaminidaz enzimlerinin
uretimi degerlendirilmektedir. C. albicans her iki enzimi de Uretirken diger Candida turleri ya
tek bir enzimi Uretmekte veya her ikisini de Uretmemektedir. Bu nedenle her iki enzimin
Uretiminin arastirilmas ile testlerde elde edilecek yanlis sonuclar engellenmis olur. BactiCard
Candida test kiti ile ¢gimlenme borusu testinin karsilastirildigi bir calismada BactiCard
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Candida testinin duyarlilig1 %97,8 oran: ile cimlenme borusu testinden yiiksek, 6zgullugl ise
daha diusuk olarak saptanmustir. Hizli identifikasyon testlerinin en 6nemli avantaji ise 5-30
dakikada sonug vermeleridir (85, 106).

4.6.3.10. Identifikasyonda Molekiiler Yontemler

Mikoloji laboratuvarinda molekiler yontemlerin kullanilmasinin esas amaci, patojen
funguslarin klinik 6rnekte kulttrd yapilmadan 6nce kisa siirede ve dogru olarak saptanmasi
velveya klasik yontemler ile kiltrde dretilmis olan fungusun hizli tanimlanmasidir. Cins
duzeyinde tammlama bir¢cok kuf mantar1 icin yeterli olabilirken, 6zellikle antifungal ajanlara
direncli olan bazi mantarlarin tir dizeyinde identifikasyonu onemli bir gereksinimdir. Bu
nedenle Candida turlerinin dogru ve hizli identifikasyonu, uygun antifungal sagaltima erken
dénemde baslanmasi agisindan 6nem tasimaktadir (107, 108).

Molekuler yontemler; tani yaninda Candida’ larin cins veya tir diizeyinde tammlanmasi,
epidemiyolojik tiplendirme, virulans faktorlerinin belirlenmesi, antifungal diren¢ genlerinin
arastirilmasi, mutasyon incelemeleri, siniflandirma ve filogenetik analizlerde kullamlmaktadir
(209).

Candida tdrlerinin  hizli identifikasyonu icin halen gesitli molekller ydntemler
gelistirilmekte olup, yontemlerin herbirinin avanta] ve dezavantajlart mevcuttur (109).

Molekuler tant yontemleri; nukleik asit amplifikasyon yontemleri ve hibridizasyon

““probe’larimin  kullanildigir sinyal amplifikasyon yontemleri olmak Uzere iki grupta
toplanabilir (107).

4.6.3.10.1. Nuklelk asit Amplifikasyon Yontemleri

Nukleik asit amplifikasyon teknolojilerinde, Candida tdrlerinin saptanmasi ve
identifikasyonu amaciyla hedef bolgenin PZT ile direkt cogaltimi, hedef ile baglanan
komplementer oligontikleotidlerlerin (“probe’lar) cogatim, hedef ile baglanmis “probe”larin

olusturduklar: sinyallerin gogaltimi gibi yontemler kullamimaktadir (107).
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4.6.3.10.1.1. Polimeraz Zincir Tepkimesi (PZT)

PZT, 6zgul bir gen bolgesinin, bu hedef bolgelerin ug kisimlarina baglanan iki 6zgl
oligonukleotit 6ncul ve termostabil Tag DNA polimeraz kullanilarak amplifikasyon islemidir.

Candida tirlerinin tamsinda kullanilan hedef bdlgeler iki gruba ayrilabilir. Bunlar 6n
amplifikasyon ve tir diizeyinde tammlama icin kullamlan hedef bolgelerdir. On
amplifikasyon igin genellikle genom igerisinde kopya sayisinin gok olmasi nedeniyle
ribozomal DNA (rDNA) (40-80 kopya) ve kopya sayist rDNA genlerinden daha az olan
mitokondriyal DNA (yaklasik 30 kopya) genleri tercih edilir. Bu amagla; tim mantarlar igin
ortak, cok tekrarli ve ileri derecede korunmus 18S, 5.8S ve 28S rDNA alt Uniteleri kullanlir.
Korunmus olan bu bolgeler tirler arasinda yeterince farklilik gostermemeleri nedeniyle
identifikasyon igin uygun degildirler. Bu sebeple Candida'larin  tir dizeyinde
tammmlanmasinda; ribozomal alt birimleri kodlayan gen bolgelerinin arasina giren ve protein
kodlamayan “internal transcribed spacer” (ITS1, ITS2) bolgeleri, sitokrom P-450 lanosterol-
alfa-demetilaz, aspartik proteinaz, aktin, kitin sentetaz ve 1s1 sok proteini kodlayan gen
bolgeleri hedef bolge olarak kullamimaktadir. rRNA genleri bunun yamnda igerdikleri
korunmus ve degisken bolgeleri ile filogenetik analizler icin de uygun hedef bolgelerdir (129,
109, 110).

Teorik olarak PZT Kklinik orneklere uygulanabilmekte, doku ya da kanda c¢ok az
miktarlardaki nikleik asitleri bile saptayabilmektedir. Ancak cevresel kontaminasyon veya
pozitif 6rnekler arasinda capraz kontaminasyon nedeniyle olusan yalanci pozitif sonuclar
PZT' nin 0Ozellikle acil tam gerektiren durumlardaki uygunlugunun sorgulanmasina neden
olmaktadir. Bunun yanminda Taq DNA polimeraz inhibitorlerinin varligi nedeniyle de yalanci
negatif sonuglar alinabilmektedir (111).

Ozellikle risk grubunda bulunan hastalar icin PZT yontemi ile erken tan konulup uygun
sagaltima basglanmasi ¢ok onemlidir. Bu hasta grubunda PZT yontemi klasik yontemlere gore
daha hizl1 sonug verdigi icin avantajli bir yontemdir. Kiltire dayali yontemlerle 6rneklerin
¢cogunda Candida saptanmasi icin 48 saat gerekirken, tir tammlamasi da ek olarak 48- 72 saat
alabilmektedir. PZT ile 8 saat igerisinde sonuca ulasilabilecegi bildirilmistir (112).

Invazif infeksiyonu olan hastalarda PZT kullanimi ile saptama sinirimin kanda 1 Koloni
Olusturan Unite (KOU)\ml oldugu ve yontemin duyarliligimin %2100 oldugu belirtilmistir
(85).
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PZT yonteminin hizl1 sonug¢ vermesi ve duyarliligimn yiksek olmasina karsin kullanilan
malzemenin pahali, tekniklerin karmasik olusu, kullamminin deneyim gerektirmesi gibi
nedenler ile halen, kiltir ve serolojik yontemler gibi klasik identifikasyon uygulamalarinin
yerini alamamistir (109).

Glnumuzde Real-time PZT, Light Cycler (Roche Molecular Biochemicals, Roche
Group, Indianapolis, Ind.) ve benzeri teknolojiler ile bir sastten kisa Sirede sonug
alinabilmekte, amplifikasyon ve saptama kapali bir sistemde gergeklestirilmekte, boylelikle
capraz kontaminasyon riski ortadan kaldirilmaktadir (107).

4.6.3.10.1.1.1. Polimeraz Zincir Tepkimesi Temelli /dentifikasyon Yontemleri

4.6.3.10.1.1.1.1. " Restriction Fragment Length Polymorphism’’ (RFLP-PZT)

RFLP-PZT, rDNA amplifikasyonunu takiben tir tammlamas icin ileri amplifikasyon
drdnlerinin elde edilmesini gerektiren yontemlerden birisidir. Bu yontem Candida tdrlerinin
genotiplerinin arastirilmast amaciyla ilk kullanilan yontem olup, Candida infeksiyonlarinda
molekuler epidemiyolojik amagl ¢calismalarda ¢ok yaygin olarak kullamlmistir. Uygulanmas:
basit bu yontem, pulrifikasyon ve sonrasinda total genomik DNA’nin 0zgul restriksiyon
enzimleri ile kesilmesi esasina dayanir. Kesim sonrasi olusan DNA parcgaciklar: agaroz jelde
elektroforez yontemi ile ayrilip, etidyum bromir ile boyanir ve ortaya gikan bant paternleri
gorsel olarak karsilastirilir. Bir gok durumda elde edilen restriksiyon paternleri gok kompleks
olup, gorsel olarak karsilastirilmasi ¢gok zordur (129, 109).

Fungal genomun karmasik yapisindan dolay: bant paternlerinin degerlendirilmesinin zor
olmast yontemin en o6nemli kisitliligim olusturmaktadir. Bunun yaminda hizli, kolay
uygulanabilir ve ucuz bir yontem olup, tibbi acgidan ©6nemli mayalarin ekonomik
identifikasyonu amaciyla rutin laboratuvarlarda kullamlabilecegi bildirilmistir (129).

4.6.3.10.1.1.1.2. “"‘Amplified Fragment Length Polymorphism’’ (AFLP)

AFLP, genomik DNA’'mn restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu olusan DNA
parcalarinin bir grubunun selektif amplifikasyonu esasina dayanan bir yontemdir. DNA
ekstraksiyonu ve purifikasyon isleminden sonra DNA, iki restriksiyon enzimi ile kesilir.
Restriksiyon sonrast olusan trtnler her bir restriksiyon enzimi igin hazirlanmig, hem enzimin
kesimi icin gerekli olan baz dizilimi hem de PZT oncull icin baglanma boblgesi iceren
adaptorler ile ligasyona sokulmaktadir. Bu adaptorler primerler icin hedef gorevini

gormektedir. Daha sonra adaptore uygun baz dizilimi igeren onciiller ile segilen fragmanlarin
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amplifikasyonu yapilir. Poliakrilamit jel elektroforezi sonrast sonuglar bilgisayar programu ile
degerlendirilebilen dalgalara donustirdlebilir (114, 115).

Borg ve arkadaslari (115), AFLP yonteminin medikal agidan onemli Candida’larin tir
diizeyinde identifikasyonunda guvenilir bir yontem oldugunu, sonuclarin turler arasindaki
farklilig1 agikga gosterdigini belirtmislerdir.

4.6.3.10.1.1.1.3. Multipleks PZT

Tek tup icinde farkli hedef bolgeler icin 6zgul olan onciller kullamlarak, ¢cok sayida
hedefin ayni anda cogaltildigi bir yontemdir. Her bir oncile 6zgu, farkli biydklikteki
amplifikasyon Urunlerinin agaroz jelde gozlenmesi ile klinik drnekte Candida’larin varligi ve
identifikasyonu ayni anda yapilabilmektedir. Pozitif kan kdltirtinden identifikasyon 1-3 gin
alirken, multipleks PZT yontemi ile 8 saat gibi kisa bir slirede ayn: deney strecinde birden
fazla turdn identifikasyonunu da yapmak mumkuindir. Bunun yamnda multipleks PZT ile kan
kultiriinde C. albicans icin saptama simirinin 20 KOU/ml oldugu belirtilmektedir (116, 117,
118).

4.6.3.10.1.1.1.4. “ Nested” PZT

“Nested” PZT klinik ornekte dusik kopya sayisi bulunan hedef ile iligkili saptama
sorunlarim ¢ozebilmek icin gelistirilmis bir yontemdir. iki asamali amplifikasyon yontemi
olup, ilk asamada iki adet dis 6ncil kullamlarak uzun bir hedef bolge cogaltilmakta, ardindan
cogatilan ornekteki DNA’'nin daha kisa bir bolumi i¢ onclller aracihigr ile amplifiye
edilmektedir. i¢ onciiller, dis 6nciillerin baglanma bolgelerinin ic kisminda kalan kendilerine
ozgil yerlerine tutunmaktadirlar. Ornekte tek bir hedef DNA molekiliiniin bulunmasi
durumunda bile iki asamal1 olarak yapilan amplifikasyonlarla ¢ok sayida DNA elde etmek
mumkin olmaktadir. Sonugta pozitif sonu¢ alma olasilig: ile birlikte testin duyarliligi da
arttirilmis olmaktadir. Y ontemin dnemli bir dezavantaji, ilk amplifikasyon sonrasi Ornegin
yeni bir tipe aktarilirken olusabilecek cevresel kontaminasyon nedeniyle yanlis pozitiflik
verebilecegi olasiligidir (116, 119).

Yontem klinik 6rnekten Candida tirlerinin guvenilir olarak saptanmasi igin yaklasik
olarak 6-7 saat gerektirmekte olup, duyarlilig1 saptanan tire gére degismekle birlikte 6zgull Uk
tum Candida turleri i¢in %2100 olarak saptanmustir (120, 113).
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4.6.3.10.1.1.1.5. “ Seminested” PZT

“Seminested” PZT'de ilk asamada iki adet dis 6ncul kullanilarak uzun bir hedef bdlge
cogaltiimakta, ikinci asamada kullamlan 6ncillerden biri igeriden, digeri dis Oncille ayni
yerden baslatilmaktadir. Bu yontem kullamilarak Candida tirlerinin tam kan ve serum
orneklerindeki  varligimin  gosterilmesi ve tur belirlenmesi hizli ve dogru olarak
gerceklestirilmistir. “Seminested” PZT ile serumun 1 ml’sinde 1 hiicre Candida saptanmasi
mimkiin olmaktadir. Ozellikle genom igerisinde 50- 100 kopya bulunmasi nedeniyle hedef
olarak rDNA’ min kullamImast yontemin duyarliligim arttirmaktadir (119, 121).

4.6.3.10.1.1.1.6. “ Real Time" PZT

Nukleik asit amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis gosteren floresan sinyalin
Olclilmesiyle, kisa siirede, kantitatif sonug veren PZT yontemidir.

LightCycler (Roche) sisteminde, yalmizca ¢ift iplikli DNA’ya baglandiginda floresan
veren “Cyber green” boyasi kullanilarak, amplifikasyona bagli DNA artisi, olusan floresan
miktar1 ile Olgllmektedir. Oncilllerin baglanmas: ile birlikte gerceklestirilen uzama
asamasinda hedef DNA'min ¢ift sarmal hale gelmesiyle DNA’ya baglanan boya miktar: ve
buna bagl1 olarak da yayilan floresan miktarinda artis gozlenmektedir. Aym sistemde floresan
boyalar ile isaretli “probe’lar da kullamlabilmektedir. Klingspor ve arkadaslari (122)
tarafindan yapilan ve LightCycler sisteminin kullamildigi bir ¢calismada Candida tirlerin tor
diizeyinde identifikasyonu 5-6 saat almis ve yontem kanda 2 KOU/ ml duyarlilikta saptama
yapabilmistir (116, 119).

TagMan sisteminde, 5 ve 3' uclarindan florokrom maddeler ile isaretli “probe’lar
kullanmimaktadir. “Probe’ un 5' ucunda raportdr florokrom, 3' ucunda ise baskilayici florokrom
bulunmaktadir. “Probe”, tek sarmal haline getirilen hedef molekil Gzerinde, onclllerin
baglanma bolgesinin arasinda kalan yere baglanir. Hibridizasyon sirasinda “probe’un 5'
ucundaki raportor florokrom 3' ucundaki baskilayici florokrom tarafindan engellenir ve
floresan sinyal alinmaz. Hibridizasyon bitince Tag DNA polimeraz enzimi “probe’u 5'
ucundan baslayarak yikima ugratir. Serbest hale gegen raportor florokrom floresan sinyal
verir. PZT slrecinde Uretilen amplikon miktarina paralel olarak sinyal siddeti de artar (116,
119).

“Real Time” PZT, mikolojide, identifikasyon, tiplendirme, ilag direncine neden olan
mutasyonlarin saptanmasinda kullanilmaktadir. Y dntem, kisa siirede sonug verebilen, kapali
bir sistem oldugu i¢in kontaminasyon riski dusuk, elektroforez basamagina gerek kalmadan
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amplifikasyon asamasinda sonu¢ alinabilen, floresan veren “probe’lar kullanmlarak hedef

nikleik asitteki mutasyonlar: saptayabilen bir yontemdir (123).
4.6.3.10.2. Snyal Amplifikasyon Teknolojileri

Hibridizasyon; etkene ait genetik yapimin isaretli “probe’lar yardimi ile ortaya
konmasint amaglar. “Probe’lar; hedef nikleik asitlerin belirli bolgelerine komplementer,
genellikle 50 bp’den kicik oligonikleotitlerdir. Candida identifikasyonu igin Southern blot,
Northern blot, dot blot ve in situ hibridizasyon teknikleri ile calisilmstir. NUkleik asit
hibridizasyon “probe’larimin kullanildigi bu yontemler kiltir dogrulamast igin mikoloji
labotatuvarlarinda sik kullamlmaktadir. Mantarlarin tammlanmast igin hazirlanmis  ticari
genetik  “probe’lar  Ozellikle koltirde Uremis kuflerin tammlanmasinda tani  degeri
bulmaktadir. Ancak DNA Uzerindeki hedef bolgelerin sinirli sayida olmasi nedeni ile direkt
etkene 6zguin “probe”’ hibridizasyon testlerinin duyarlilig: dusuktur (109).

4.6.3.10.2.1. “*Southern-Blotting’’

Ekstrakte edilen DNA, restriksiyon enzimleri ile kesilir ve kesimden elde edilen DNA
parcalar1 elektriksel ortamda agaroz jel Uzerinde uzunluklarina gore goc ettirilmektedir.
Jeldeki DNA'’lar nitroselliloz veya naylon membran Uzerine aktarilarak isaretleme (blotting)
islemi gergeklestirilmektedir. Son olarak 6zgil DNA dizilimlerinin yeri isaretli DNA veya
RNA “probe’ lar1 kullanilarak belirlenmektedir (124).

C. albicans igin kullanilan ilk “probe”lar olan rDNA, mDNA “probe’lar1 ile az sayida
bant elde edildiginden yeterli degerlendirme yapilamamaktadir. Gunimuizde kullanilan
27A,Ca3 “probe’lart “repeats in the repetitive sequence” (RPS) adi verilen tekrarlayan
elementler icermektedirler. Bu “probe’lar ile degisik yogunluklarda 10-20 adet bant elde
edilmektedir. C. albicansa 6zgu CARE-2 “probe’lari ile olusan bantlar asiri degisken
oldugundan birbirleriyle iliskili izolatlarin analizinde yeterli olamamaktadir. Son yillarda
klinik agidan 6nemli diger Candida turlerini saptamaya yonelik “probe’lar gelistirilmistir
(109).

“Southern-Blotting” tekrarlanabilirligi, tiplendirebilirligi ve ayrim gucu yuksek bir
teknik olsa da uygulamasi zor ve zaman alicidir (109).



4.6.3.10.2.2.““Northern Blotting’’

RNA ekstraksiyonunu takiben, elde edilen RNA parcalarimin elektroforezle jelde gog
ettirilmesi, nitroseliloz veya naylon membran Gzerine aktarilmasi ve “Southern-Blotting”
yontemindekine benzer sekilde hibridizasyon ve bu membrandaki 6zgul RNA dizilimlerinin
belirlenmesini iceren bir yontemdir. Ozgul RNA dizilimlerinin belirlenmesi igin farkli
tiplerde “probe’ lar segilebilir (124).

4.6.3.10.2.3. “‘In-Situ’’ Hibridizasyon

Doku, organ ve hicrelerdeki 6zgul nikleik asitlerin belirlenmesinde kullamilan bir
hibridizasyon yontemidir. Y ontem strecinde kullamlan DNA veya PNA “probe’lart direkt
olarak raportdr molekul ile isaretlenir. Y éntemin en 6nemli avantaji, hiicre ve doku igindeki
hedef nikleik asitin lokalizasyonunun belirlenmesine olanak saglamast olup, histopatolojik
incelemelerden sonra uygulanabilmesi de diger bir avantajidir (107, 109, 125).

4.6.3.10.2.4. Diger Y 6ntemler

4.6.3.10.2.4.1. "'Sngle Srand Confirmation Polymorphism’’ (SSCP)

SSCP, iki farklt dizinin hibridize olmasi sonucu ortaya ¢ikan heterodupleks molekilde
yer alan DNA konformasyonundaki farkliligin belirlenmesi esasina dayanir. Polimorfik DNA
bolgeleri isaretli onclller ile cogaltilip, 1s1 ile denatlirasyonu takiben ayrilan sarmallarin
birlesmesini engellemek icin buzda bekletilir. Elektroforez uygulamas: sirasinda bu yapilar
kendi Uzerlerine katlanarak yeni bir yap1 kazanirlar ve elektroforetik mobiliteleri bu yapi
tarafindan belirlenir. Elektroforez paterni, oncillerin isaretlendigi maddeye gore rontgen
filminde veya otomatize sistemlerle belirlenir. Bu yontem ile DNA’ daki tek bir mutasyon bile
gosterilebilmekte, kisa siirede ¢cok sayida 6rnek ile calisilabilmektedir (114). Bu teknik DNA
sekanslamasina alternatif bir yontem olup, otomatize edilerek rutin kullanima gegebilme
potansiyeline sahiptir (126).

4.6.3.10.2.4.2. DNA “‘microarray’’ Yontemi

Oligonukleotit “microarray”, kat1 destek faz Uzerinde yerlestirilmis oligontkleotit
gruplarint igeren minyatir araglardir. Cozelti halindeki isaretli Griin kat1 bir substrat Uzerinde
immobilize edilmis tamamlayici dizi ile hibridize olduktan sonra “‘array’’gorintisi elde
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edilmekte ve goruntideki her eleman icin sayisal bir deger ¢ikarilip bilgisayar programlar: ile
degerlendirilmektedir (107).

4.6.3.10.2.4.3. Sekandama (Diz Analiz)

DNA dizi analizi, mantarlarin alternatif bir tanimlama yontemidir. Kltirde Uretilmis
veya klinik 6rneklerde etken olan mantarlarin tamnmasi amaciyla kullammu gittikge daha cok
Onem kazanmaktadir (107).

DNA dizi analizinde Tag DNA polimeraz, revers transkriptaz veya sekans
enzimlerinden birisi  kullanilarak DNA iplikgiginin komplementeri sentezlenmektedir.
Sentezlenen DNA iplikcigine dNTP eklendiginde uzama devam ederken, 3' ucunda OH grubu
tasimayan ddNTP eklendiginde zincir uzamasi durmaktadir. Kalip DNA’lar, onciller, dNTP
karisimi ve enzimin konuldugu dort reaksiyon tipunin her birine bir ddNTP eklenmesinden
sonra baglanma ve uzama islemleri uygulanmaktadir. Boylelikle reaksiyon tiplerinde farkl
uzunluklarda DNA pargalart olusmaktadir. Sonugta ortaya ¢ikan farkli uzunluktaki DNA
parcalarina poliakrilamit jel elektroforezi uygulanmaktadir. DNA dizi analizi sonucunu
gorinur hale getirmek icin radyoaktif madde, kemiliminesans veya floresan veren boyalarla
isaretleme yapilmaktadir. Dizi analizi yapildiktan sonra elde edilen nukleik asit dizisi veri
tabamindan bilinen diziyle karsilastirilir. Yontem teknik olarak karmasik olup, gelismis
laboratuvar olanaklar1 gerektiren, pahali bir yontemdir. Ancak gelecekte kulamm artacak
umit verici bir teknik olarak gtincelligini korumaktadir (107).

Dizi analizi verileri ile mantarlarin tammlanmas: ve diger mantarlarla olan filogenetik
iliskisi belirlenebilmektedir. Bu yontem ile mayalarin identifikasyonu icin gegen siire 24-36
saettir (127).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Suslar

Calismaya; Kasim 2004-Kasim 2006 tarihleri arasinda Dokuz Eylil Universitesi
Hastanesi Mikoloji laboratuvarina gonderilen kan, kateter 6rnegi, steril vicut sivilart (BOS,
plevra sivisi, periton sivisi, eklem sivisi), yara (aspirasyon, doku, biyopsi) érnekleri, idrar gibi
sistemik orneklerden soyutlanan toplam 146 Candida susu alindi. Suslarin tirlere goére
dagilimi 40 C. albicans, 27 C. parapsilosis, 26 C. tropicalis, 25 C. glabrata, 11 C. kefyr, 10
C. krusai, 7 C. guilliermondii seklindeydi. Bunlarin disinda C. albicans ATCC 14053, C.
parapsilosis ATCC 90018 ve C. krusei ATCC 6258 kontrol suslar: olarak ¢alismaya dahil
edildi. Tum suglar %50 gliserol iceren beyin kalp infizyon (BHI) buyyonunda -80°C’de
stokland:.

Stok besiyerlerinden SDA’ya iki kez pasgjlanan suslar 37°C’'de 24- 48 saat inkibe
edilerek Uretildi. Suslara rutin identifikasyon yontemleri yaninda PZT sonrasi REA

uygulanarak tammlama islemi yapildh.
5.2. Rutin Identifikasyon Y ontemleri

Ureyen kolonilere éncelikle ¢imlenme borusu testi uygulandi. Daha sonra suslarin misir
unu tween 80 agar ve CHROMagar Candida (CHROMagar, Fransa) besiyerlerindeki
morfolojileri degerlendirildi ve APl 20C AUX (Biomérieux, Fransa) otomatik identifikasyon
islemi uyguland.

5.3. Polimeraz Zincir Tepkimes (PZT)
5.3.1 DNA Eldes (Ekstraksiyon)

“Yeast extract peptone dextrose’” (YPD) agar’da (Difco, Franklin Lakes, A.B.D.)
37°C’ de 48 saat inkubasyon sonucu uretilen suslardan alinan bir koloni, 5ml’lik YPD buyyon
(Difco, Franklin Lakes, A.B.D.) iceren tuplere aktarilarak 37°C'de 24 saat inkube edildi
(128). YPD buyyon icinde inkiibe edilmis olan suslar Nucleospin Tissue Kit (Macherey-
Nagel, Almanya) kullamlarak, Uretici firma onerileri dogrultusunda ekstraksiyona alind.
Ekstraksiyon uygulamasindan once kitin onerisi dogrultusunda bazi c¢ozeltiler hazirlandh.

Bunlar:
10 mM EDTA (pH: 8.0) (Applichem A 5097,0250)

Litikaz (Sigma L 2524)
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Sorbitol tampon: 1.2M sorbitol, 10mM CaCl,, 0.1IM TrigCl, ayr1 ayr1 hazirlanip
otoklavlandiktan sonra esit hacimlerde alimp, 35mM b-merkaptoetanol ile karistirilarak

hazirland.

5 mlI’lik YPD buyyonda inktibe edilmis suslar 5,000xg’de 10 dakika santrifiijlendi ve
Sipernatanlar atildi. Cokelti 10 mM EDTA’mn 1000 pl'si ile karistirilip, 5,000xg’ de 10
dakika santrifijlendi ve siipernatan atildi. Santrif(jj islemi sonrasi elde edilen ¢okelti 6n-lizis
islemine alind1. On-lizis isleminde 600 M sorbitol tampon ve 50U (5.8 ) litikaz ile siispanse
edilen ¢okelti 1,5 ml’'lik ependorf tuplerine alindi. Elde edilen karisim 30°C’de 30 dakika
inktibe edildikten sonra 2,000xg’de 10 dakika santrifiijlenip, sipernatan atildi. Elde edilen
cOkeltiye 180 mi kit iceriginde bulunan T1 tampon ve 25 nml proteinaz K soliisyonu ilave
edilip, vortekslendi. Ornekler, 56°C'de su banyosunda 2 saat inkiibe edildi. Bu basamaktan
sonra lizis islemine gecildi. Lizis isleminde su banyosundan c¢ikarilan &rnekler
vortekslendikten sonra 200 m B3 tampon eklenerek vorteks islemi tekrar edildi. Daha sonra
70°C'de 10 dakika inktbe edildi. Bu sekilde lizis islemi tamamlandiktan sonra drneklere 210
m %96-100'lik etanol eklendi ve vorteksendi. Ornekler 2 ml'lik toplama tiiplerine
yerlestirilmis olan Nucleospin Tissue kolonlara alindi ve 11,000" g'de 1 dakika santrifijlendi.
Sivinin toplandig: toplama tipleri atildi ve kolonlar yeni toplama tipleri icine yerlestirildi. Bu
islem ile DNA'nin silika membrana baglanmas: saglandi. Silika membramin yikanmasi
amaciyla 500 m BW tampon eklendi ve 11,000" gde 1 dakika santrifijlendi. Sivinin
toplandig: toplama tupleri atildi ve kolonlar yeni toplama tupleri icine alindi. Kolonlara 600
m B5 tampon eklendi, 11,000" g'de 1 dakika santrifijlendi ve yine sivinin toplandig: toplama
tupleri atilarak kolonlar yeni toplama tupleri icine yerlestirildi. Silika membramn kurutulmasi
icin 11,000 g'de 1 dakika santriflj uygulandi. Bu islem ile artakalan etanol kalintilarinin
uzaklastirilmas: saglandi. Kolonlar 1.5 ml'lik mikrosantriflij tUplerine yerlestirildi. DNA
eldes icin silika membran Gzerine 6nceden 70°C'ye 1sitilmis 100 m eltsyon tampon BE
eklendi, oda 1sisinda 1 dakika inkiibe edildi ve 11,000 g'de 1 dakika santriftijlendi. Boylece
DNA eldesi 100 ml hacimde tamamland:.

5.3.2 Polimeraz Zincir Tepkimes (PZT) Uygulanmas:

5.3.2.1. PZT Icin Gereken Malzemelerin Hazrlanmas:

Tamponlar

“Taq’ DNA polimeraz enzimi (MBI Fermentas EPO 402) (5U/m)
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10x “Taq'’ tampon (MBI Fermentas EPO 402)
25 mM MgCl, (MBI Fermentas EPO 402)

dNTP karisimi (Intron Biotechnology 32111): Her biri 10 mM olan dATP, dGTP, dCTP
ve dTTP den esit oranlarda alinarak 100 pl’'lik PZT i¢in son konsantrasyonu 50puM olacak
miktarda kullanmld.

TE tamponu (pH: 8.0): 2.5 ml 1 M Trizma “base” (Sigma T 6066) (pH: 8.0), 0.5 ml 0.5
M N&EDTA (Sigma E 5134) (pH: 8.0) karstirilip, hacim 250 ml’ye tamamlandi. Karisim
otoklavland: ve oda 1sisinda saklandi.

TE tamponu igin Tris ve N&oEDTA ¢0zeltisi hazirlanmast:

IM Tris ¢Ozeltisi: 121.14 gr. tris (hidroksimetil) aminometan, 800 ml suda eritildi. 42
ml HCI ilave edilerek pH'st 8.0'e ayarland: ve hacim, su ile 1 litreye tamamlanarak oda

1s1sinda sakland:.

0.5 M N&EDTA ¢0zeltisi: 186.1 gr disodyum etilen diamin tetra asetat- 2H,0O, 800 ml
suda eritildi. NaOH pelletleri kullamlarak pH’'si 8.0'e ayarland: ve hacim, su ile 1 litreye
tamamlandh ve oda isisinda sakland.

Onciller, 1ml TE gozeltisi ile sulandirild: ve elde edilen ana diliisyondan distile su ile
20pmol/ul’lik alikotlar hazirlanarak -20°C’ de sakland:.

5.3.2.2. PZT Calismasinda Kullanidan Oncliller

Onciil1 (Alpha DNA 191336)

5 GTC AAA CTT GGT CATTTA 3
Tm48.0°C

Onciil3 (Alpha DNA 191337)

5 TTCTTT TCC TCC GCT TAT TGA 3
Tm58.0°C

5.3.2.3. PZT Karwsime ve |s DOngusl

PZT dongusi, Trogt ve arkadaslarinin (129) onerdigi sekilde 100 pl’lik total hacimde
optimize edildi. PZT karisim asagidaki sekilde uygulandh.
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Nukleaz icermeyen steril distile su
10x‘“Tag’'DNA tampon

25 mM MgCl;

dNTP karigim

Onciill

Onciil3

““Taq’’ DNA polimeraz

DNA

Toplam hacim

Tepkime 151 donglisti

94°C’ de 3 dakika On denattirasyon

94°C’ de 30 saniye denatiirasyon
50°C’ de 30 saniye birlesme
72°C’de 1 dakika uzama

72°C'de 10 dakika son uzama

Tepkime Hacmi
69.8 ml
10 pl
6 ul
2ul
1pl
1pl
0.2ul
10 pl

100 pl

34 dongu

+4°C’ de elektroforez uygulamasina kadar saklandi.

5.3.2.4. PZT Uriiniiniin Goriintilenmes

Son Konsantrasyon
Ix
1.5mM
0.2 mM
20 pmol
20 pmol

5U/ul

5.3.2.4.1. Goruntuleme /cin Gereken Malzemelerin Hazrlanmas:

10X TBE: 108 gr Trizma “base’” (Sigma T 6066), 55 gr borik asit (AppliChem
A2940,0500) 900 ml suda ¢ozuldi. 40 ml 0.5 M Na&EDTA (Sigma E 5134) (pH: 8.0) eklendi
ve hacim, su ile 1 litreye tamamlandi. Oda 1sisinda sakland.

Agaroz: (Sigma A 5093)

Etidyum bromur: (Applichem A 1152,0100) (%1’ lik solusyon)
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DNA agirlik belirleyicisi: PZT ile elde edilen DNA Urdntnun tammlanmast igin (Gene
Ruler 100 bp DNA Ladder, MBI Fermentas SM0371), Uretici firma tarafindan ©nerilen
sekilde hazirlanarak kullanildh.

Jel yukleme tamponu (6X): Gene Ruler 100 bp DNA Ladder, MBI Fermentas SM0371
5.3.2.4.2. PZT Urinuniin Gor untilenmesi

TBE tamponu ile %2'lik agaroz jel hazirlanarak %5 oramnda etidyum bromir
soltsyonu eklendi ve karigim jel kalibina dokuldd. 10 pl PZT Grind, 2 pl yukleme tamponu
ile karistirllarak 3ul DNA agirlik belirleyicisi ve Ortnlerin 10 plI’si jel kuyucuklarina
yuklendi. Elektroforez tanki 1X TBE tamponu ile doldurularak, jele bu tank icinde 120 V'da
40 dakika elektroforez uygulandi.

Sonuclar ultraviyole aydinlaticida incelenerek goéruntileme cihazinda (Syngene
GeneSnap, Synoptics Ltd., A.B.D.) gorintilendi.

5.4. Restriksiyon Enzim Analizi (REA)

PZT uygulanan 146 susun tumi saflastirma (plrifikasyon) islemi sonrasinda REA
calismasina alindt.

5.4.1. Saflastirma Islemi

PZT calismasina alinan suglara saflastirma islemi Uretici firma (GeneMark PCR Clean-
Up Kit DP04) Onerisi dogrultusunda uyguland:. ilk olarak kitin onerdigi sekilde yikama
soliisyonuna kullamm éncesi 64 ml etanol ilave edildi. isleme baslarken PZT irtinii 1,5 ml’ lik
ependorf tUpune alinarak Gzerine 500 ul “binding solution” eklendi ve hizlica vortekslendi.
Ornek 2 ml'lik bir toplama tiipiine yerlestirilmis olan “PCR Clean-Up Kit” kolonuna alinch ve
12,000" g'de “spin” sonrasi filtratin toplandig: toplama tlpt atildi. Kolon yeni bir toplama
tuplne yerlestirilerek 700 pl yikama soltisyonu eklendi. 12,000 g'de 1 dakika santrifdjlendi.
Swvinin toplandigi toplama tupu atildi ve kolon yeni bir toplama tipl igine alindi. Ayni
basamak bir kez daha tekrar edilip filtrat atildiktan sonra, toplama tipu igine yerlestirilmis
kolon 12,000" g'de 3-5 dakika santrifijlendi. Bu islem ile artakalan etanol kalintilarinin
uzaklastirilmasi saglandi. Kolon 1.5 ml'lik mikrosantrifdyj ttptine yerlestirildi. Silika membran
Uzerine 6nceden 1sitilmis (70°C) 60 ml “elution solution” eklendi, oda 1sisinda 1-2 dakika
inktibe edildi ve 12,000" g'de 1 dakika santrifiijlendi. Boylece PZT Urunleri saflastiriimus oldu.
Elde edilen 60 m’ lik Grinler mikrosantrifdj tupleri icinde -20°C’ de sakland.
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5.4.2. Restriksiyon Enzim Analizi (REA) IslemininUygulanmas:

Tim suglara uygulanan REA icin Mwol enzimi (Fermentas ER1731 /300U) ve C.
tropicalis, C. parapsilosis ve C. guilliermondii suslarina kullamilan Bl enziminin
izosizomeri olan BselLl (BsiYl) enzimi (Fermentas ER1202 /2500U) 10x tampon ile birlikte
kullanilarak 20ul toplam hacim igerisinde tepkime gerceklestirildi (129).

Mwol (HpyF10VI) enzimi
5.GCNNNNN|NNGC..3
FJ.CGNNINNNNNCG.5
Bdll [BselLl (BsiY1)] enzimi
5. CCNNNNN|NNGG..3

F.GGNNINNNNNCC.5

Mwol (HpyF10VI) Enzimi ile REA igin Tepkime Hacmi

Nukleaz icermeyen steril distile su 5l
10x tampon 2.l
Mwol (HpyF10VI) enzimi 1pl
DNA 12 pl
Toplam hacim 20

Tepkime karisimi 37°C’de 2 saat slreyle 1s1 blogunda tutuldu (129). Ardindan 80°C’de
20 dakika 1s1 ile inaktivasyon uygulandi. Elde edilen drlinler %2'lik agaroz jelde etidyum
bromir ile boyamp, 120 V'’ da 40 dakika elektroforez uygulanarak gorunttlendi.

Bdll [BseLl (BsiYl)] Enzimi ile REA igin Tepkime Hacmi

Nukleaz icermeyen steril distile su 5l
10x tampon 2.l
Bdll enzimi 1pl
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DNA 12 pl

Toplam hacim 20 pl

Reaksiyon karisimi C. tropicalis ve C. parapsilosis suslari ¢alisildiginda 55°C’de 45
dakika, C. guilliermondii suslar1 calisildiginda ise 55°C'de iki saat slreyle 1s1 blogunda
tutuldu (129). Bu 151 ve stre sonunda kesilmeyen C. tropicalis ve C. parapsilosis suslari igin
PZT urunleri %2 dilte edilerek enzim ayni 151 ve sirede tutularak REA tekrarland:.

5.4.3. REA Ur{ininiin GorUintilenmes

5.4.3.1. Goriintiileme Icin Gereken Malzemelerin Hazirlanmas:

10X TBE: 108 gr Trizma “base” (Sigma T 6066), 55 gr borik asit (AppliChem
A2940,0500) 900 ml suda ¢oziildii. Uzerine 40 ml 0.5 M Na,EDTA (Sigma E 5134) (pH: 8.0)
eklendi ve hacim, su ile 1 litreye tamamlandi. Oda isisinda saklandh.

Agaroz: (Sigma A 5093)
Etidyum bromur: (Applichem A 1152,0100) (%1’ lik solusyon)

DNA agirlik belirleyicisi (DNA ““ladder’’): PZT ile elde edilen DNA Grdnunin
tammlanmas: i¢in (O’ RangeRuler 50 bp DNA Ladder, MBI Fermentas SM0613), Uretici

firmatarafindan 6nerilen sekilde hazirlanarak kullanildi.

Jel yukleme tamponu (6X): (O'RangeRuler 50 bp DNA Ladder, MBI Fermentas
SM0613)

5.4.3.2. Uriiniin Gor iintilenmes

TBE tamponu ile %2'lik agaroz jel hazirlanarak %5 oramnda etidyum bromir
soltisyonu eklendi ve karigim jel kalibina dokaldi. 15 pl REA sonucu elde edilen kesim
ardnu, 3 pl yikleme tamponu ile karistirilarak 3pl DNA agirlik belirleyicisi ve drlnlerin 15
pl’'si jel kuyucuklarina yiklendi. Elektroforez tanki 1X TBE tamponu ile doldurularak, jele bu
tank icinde 120 V'’ da 40 dakika elektroforez uyguland:.

Sonuclar ultraviyole aydinlaticida incelenerek goéruntileme cihazinda (Syngene
GeneSnap, Synoptics Ltd., A.B.D.) gorintilendi.
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5.5. igatistiksel Analiz

Calismaya alinan 146 Candida susu icin klasik tammmlama yontemleri olan ¢cimlenme
borusu testi, misir unu tween 80 agar’daki morfolojileri ve APl 20 C AUX (BioMerieux,
Fransa) sonuclar1 altin standart olarak kabul edildi. Suslarin PZT-REA ile identifikasyonu
sonucunda elde ettigimiz bant paternleri, Trost ve arkadaslarimin (129) yontemi ile
karsilastirilarak degerlendirildi ve REA yonteminin Candida tirlerinin identifikasyonu
acisindan duyarlilik, 6zgulluk, pozitif ve negatif prediktif degerleri, guven araliklar: ile

birlikte Epi Info versiyon 6.04 (http://www.cdc.gov/epiinfo/Epi6/ei6.htm) bilgisayar programi
kullanilarak belirlendi.

5.6. Dizi Analizi icin PZT Y 6nteminin Uygulanmasi

Dizi analizi uygulanmasi amaciyla yapilan PZT c¢alismast igin hedef bolge olarak 1TS1,
5.8SrDNA ve ITS2 bolgeleri secilerek, Trost ve arkadaslarimn (129) yontemi kullanildhi.

Calismaya 40 C. albicans susu igerisinde Mwol enzimi ile kesilerek ¢ bant olusturan
(261 bg, 184 bg, 141 bg) 36 sustan ikisi ile farkli bolgelerden kesilerek dort bant olusturan
(184 bg, 141 bg ve yaklasik 165 bg, 95 bg) dort adet sus ve pozitif kontrol olarak
kullandigimiz C. albicans ATCC 14053 numaral: sus; bunun yaminda yedi C. guilliermondii
susu icerisinde Mwol enzimi ile bir bolgeden kesilerek yaklasik 380 ve 300 bg'lik iki bant
olusturan iki adet ve 355 ve 305 bg'lik iki bant olusturan iki adet olmak Uzere toplam 11 sus
alind.

REA icin uygulanan yontem ile ayn: sekilde DNA eldesi saglandiktan sonra uygun
tamponlar, onculler, AmpliTagGold DNA polimeraz enzimi (Applied Biosystems, Foster
City, Kanada) kullanlarak dizi analizi PZT calismas: gerceklestirildi.

5.6.1. Diz Analizz Amaciyla Yapilan PZT Uygulamas /cin Gereken Malzemelerin

Hazrlanmas
Tamponlar

AmpliTagGold DNA polimeraz enzimi (Applied Biosystems, FosterCity, Kanada)
(5U/m)

10x TagGold tampon ve 25 mM MgCl.l1 (Applied Biosystems, FosterCity, Kanada)


http://www.cdc.gov/epiinfo/Epi6/ei6.htm

dNTP karisimi (Intron Biotechnology 32111): Her biri 10 mM olan dATP, dGTP, dCTP
ve dTTP den esit oranlarda alinarak 100 pl’'lik PZT ic¢in son konsantrasyonu 50puM olacak
miktarda kullanmld.

TE tamponu (pH:8.0): 25 ml 1 M Trizma “base” (Sgma T 6066) (pH: 8.0), 0.5 ml 0.5
M N&EDTA (Sigma E 5134) (pH: 8.0) karstirilip, hacim 250 ml’ye tamamlandi. Karigim
otoklavland: ve oda 1sisinda saklandi.

TE tamponu igin Tris ve N&oEDTA ¢0zeltisi hazirlanmast:

IM Tris ¢Ozeltisi: 121.14 gr. tris (hidroksimetil) aminometan, 800 ml suda eritildi. 42
ml HCI ilave edilerek pH'st 8.0'e ayarland: ve hacim, su ile 1 litreye tamamlanarak oda
1sisinda saklandi.

0.5 M N&EDTA ¢0zeltisi: 186.1 gr disodyum etilen diamin tetra asetat- 2H,0O, 800 ml
suda eritildi. NaOH pelletleri kullamlarak pH’si 8.0'e ayarland: ve hacim, su ile 1 litreye
tamamlandh ve oda isisinda sakland.

Bu deney icin daha 6nce kullamlan aym 6nciller kullanildh.

5.6.2. Dizi Analizi Amaciyla Yapilan PZT Uygulamas Icin Karzsim ve |ss Donguisi

PZT dongusi 50 pl’lik total hacimde asagidaki miktarlar kullanilarak optimize edildi.

Tepkime Hacmi Son Konsantrasyon

Nukleaz icermeyen steril distile su 32.2ml -

10x AmpliTagGold tampon 5ul 1x

25 mM MgCl; 11 25ul 1.5mM
dNTP karisim 1pl 0.2mM
Onciill 2 ul 20 pmol
Onciil3 2 ul 20 pmol
AmpliTagGold DNA polimeraz 0.3 ul 2.5 U/50pl
DNA 5l -

Toplam hacim 50 ul
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Tepkime 151 dongusi

94°C’ de 5 dakika 6n denattirasyon

94°C’ de 30 saniye denatiirasyon

54°C’ de 30 saniye birlesme 30 dongu
72°C’de 1 dakika uzama

72°C'de 10 dakika son uzama

+4°C’ de elektroforez uygulamasina kadar saklandi.

5.6.3. Diz Analizi Oncesi PZT Uriiniiniin Gérintilenmesi

Bu amacla daha once kullamilan aym malzemeler hazirlandi. Sadece DNA agirlik
belirleyicisi olarak (O’ RangeRuler 50 bp DNA Ladder, MBI Fermentas SM0613) kullanldi.

5.6.3.1. Dizi Analizi-PZT Uriniiniin Gor Uintiil enmesi

Daha once belirtilen islem aynen tekrarland.

5.6.4. Diz Analiz Calismas:

PZT calismast sonunda amplifiye edilen bdlgenin tamamina, DNA dizi analizi cift
yonli olarak “DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit (Amersham)” kullanilarak ve
“ABI PRISM 310 Genetic Analyzer” ile fontek Firmasi tarafindan uygulandh.

5.6.4.1. Diz Analizi Sonuclar:n:n Yorumlanmas

Dizi analizi sonuglari, Bio-Edit versiyon 7.0 programi kullanilarak degerlendirildi.
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6. BULGULAR

6.1. Klasik Yontemlerle Yapilan Identifikasyon Sonuglar

Calismaya alinan sistemik Orneklerden soyutlanan toplam 146 Candida susuna
uygulanan cimlenme borusu testi, misir unu tween 80 agar ile CHROMagar Candida
(CHROMagar, Fransa) besiyerlerindeki morfolojileri ve APl 20C AUX (Biomérieux, Fransa)
otomatik identifikasyon sonuclar1 degerlendirildi.

Kirk C. albicans susunun timunin c¢imlenme borusu testi pozitif saptanmis olup,
CHROMagar Candida besiyerinde agik nil yesili, S tipi, parlak koloniler olusturduklar:
belirlendi. Tuim C. albicans suslarimin misir unu tween 80 agar’ daki morfolojileri ayni olup,
terminal klamidosporlar ve yalanci hif boyunca dagilmis yogun kiimeler halinde diizenlenmis
blastokonidyalar olusturduklari gozlendi (Resim l1a ve b). Suslar APl 20C AUX sistemi ile
%93,7-99,6 olasilikla C. albicans olarak belirlendi (Tablo 1).

Resm laveb. C. albicans suslarimin misir unu tween 80 agar’ daki gorantmleri

Calismaya alinan 27 C. parapsilosis susunun gimlenme borusu testi negatif olup,
CHROMagar Candida besiyerinde 14 sus beyaz, S tipi, parlak; 13 sus ise uguk pembe-beyaz,
S tipi, parlak koloniler olusturdu. Tum C. parapsilosis suslarimin misir unu tween 80
agar’daki morfolojileri benzer Ozellikler gosterdi ve kisa yalanc: hifler boyunca tekli veya
kucuk kimeler seklinde dizilmis blastokonidyalar olusturduklari izlendi. Bunun yannda 484,
601 ve 645 numaral1 suslarin dev hiicre olusturduklar: belirlendi (Resim 2a ve 2b). Suslar API
20C AUX sistemi ile %86,3 ile %99,9 arasinda degisen oranlarla C. parapsilosis olarak
identifiye edildi (Tablo 1).
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Resm 2aveb. C. parapsilosis suslarinin misir unu tween 80 agar’ daki gorunimleri

Calismaya dahil edilen 26 C. tropicalis susunun ¢imlenme borusu testi negatif olarak
saptandi. Suslarin CHROMagar Candida besiyerinde mavi mor, Stipi koloniler olusturduklari
ve kolonilerinin etrafinda hale varligi izlendi. Tim C. tropicalis suslarinin misir unu tween 80
agar’daki morfolojileri aym olup, uzun yalanci hifler boyunca, az sayida blastokonidya ve
yalanci hiflerin uclarinda ince duvarli, gozyasi damlasi seklinde hticreler olusturduklari

gozlendi (Resim 3). Suslarin timi APl 20C AUX ile %85,9-%96,3 oranlarinda C. tropicalis
olarak tammland: (Tablo 1).

Resim 3. C. tropicalisin miar unu tween 80 agar’ daki gorinima

Yirmibes C. glabrata susunun tUminin c¢imlenme borusu testinin negatif oldugu
saptandi. Suglarin 17 tanesinin CHROMagar Candida besiyerinde S tipi, etrafinda beyaz zon
bulunan, sekiz tanesinin ise yine S tipi, ancak etrafinda beyaz zon bulunmayan, parlak, koyu
pembe koloniler olusturduklar: gézlenmis olup, suslarin misir unu tween 80 agar’ da kUguk,

oval ve uglarindan tomurcuklanan maya hticreleri olusturduklari, hig¢ yalanc hif yapmadiklar:
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izlendi (Resim 4). Suslar APl 20C AUX sistemi ile %99,3 oraminda C. glabrata olarak
belirlendi (Tablo 1).

Resim 4. C. glabrata’ min misir unu tween 80 agar’ daki gor unimu

Tum C. kefyr suslar1 cimlenme borusu testi ile negatif sonug vermis olup, CHROMagar
Candida besiyerinde krem-somon rengi, S tipi, parlak koloniler olusturdu. Onbir C. kefyr
susunun timd misir unu tween 80 agar’da benzer morfolojik Ozellikler gostererek, gapraz
giden kiimeler olusturan dikdortgen seklinde uzamis blastokonidyalar olusturduklar: gozlendi
(Resim 5). APl 20C AUX sistemi ile suslar %99 ile %99,9 arasinda degisen oranlarda C.
kefyr olarak identifiye edildi (Tablo 1).

Resim 5. C. kefyr’in miar unu tween 80 agar’ daki gorunimda

Calismaya aldigimiz on C. krusel susunun cimlenme borusu testi negatif olarak
bulundu. Suslarin CHROMagar Candida besiyerinde R tipi, pembe, purtikli koloniler
olusturduklart saptandi. Tim C. krusai suslart misir unu tween 80 agar’'da agag benzeri
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gorinim veren uzun blastokonidyalar ile yalanci hifler olusturdu (Resim 6). Suslarin timu
APl 20C AUX ile %96,2-%99,5 oranlarinda C. krusei olarak tanimland: (Tablo 1).

Resim 6. C. krusai’nin misir unu tween 80 agar’ daki gorunimda

Yedi adet C. guilliermondii susunun timidntn ¢imlenme borusu testi negatif olarak
belirlendi. Suslar CHROMagar Candida besiyerinde S tipi, acik pembe, bazi1 bolgeler koyu
pembe, parlak koloniler olusturdu. Tum C. guilliermondii suslar1 misir unu tween 80 agar’ da
benzer morfoloji gostermis olup, az sayida, kisa yalanci hif ve bunlarin bogumlar: ¢evresinde
kicuk blastokonidya kiimeleri seklinde gozlendi (Resim 7). Suslar APl 20C AUX ile %92,1
ile %99,7 arasinda degisen oranlarda C. guilliermondii olarak identifiye edildi (Tablo 1).

Resim 7. C. guilliermondii’ nin misir unu tween 80 agar’ daki gorinimu
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Tablo 1. Calismaya alinan tim suslarin numaralari, soyutlandiklar: 6rnek turd ve
API 20C AUX sonuclari

8| Ornegin Gonderildigi Klinik Ornek Tri Siﬁ”gfg;‘fgz')
C. albicans
59 Dahiliye kan 97,3
115 | DahiliyeYB kan 99,6
144 | DahiliyeYB kan 97,3
166 | Koroner YB kan 99,6
188 | Ozel Hasta Servisi periton sivist 96,8
211 | Cocuk Hastaliklar: beyin omurilik sivist 97,3
220 | Genel Cerrahi kan 99,2
238 | Dahiliye kan 93,7
273 | Danhiliye aspirasyon 97,3
298 | Hematoloji kan 97,3
307 | Dahiliye kan 99,3
332 | Norosirtrji beyin omurilik sivist 96,1
377 | Hematoloji kan 97,3
420 | Gogus Kalp Damar Cerrahi YB kan 98,6
439 | Gogus Kalp Damar Cerrahi YB kan 97,3
440 | Ozel Hasta Servisi kan 99,2
462 | Gogus Kalp Damar Cerrahi YB kan 99,6
491 | Acil Servis kan 96,4
506 | Noroloji beyin omurilik sivist 97,3
555 | Gogus Hastalilart kan 99,6
568 | Anestezi YB kan 94,5
581 | Anestezi YB kan 97,3
594 | Cocuk Hastaliklar: kan 97,3
600 | Hematoloji kan 97,3
607 | Genel Cerrahi kan 97,3
608 | NOrosirdrji kan 99,6
609 | PrematireYB kan 99,2
611 | Hematoloji kan 97,3
614 | Noroloji kan 96,4
655 | DahiliyeYB kateter 97,3
672 | Anestezi YB kan 99,6
698 | Genel Cerrahi kan 99,6
700 | GOgus Kalp Damar Cerrahi YB kan 99,6
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732
738
740
741
746
749
757

48
178
289
320
351
366
432
456
484
579
582
601
616
645
696
699
706
726
730
733
739
742
744
745
747
755
769

Uroloji
Cocuk Hastaliklar
NOrosirdrji

GOgus Kalp Damar Cerrahi YB

Hemodiyaliz
GOgus Hastaliklart
Gastroenteroloji

Dahiliye YB
Noroloji
Gastroenteroloji
Cocuk Hastaliklar
Anestezi YB
Anestezi YB
Nefroloji

Anestezi YB
Genel Cerrahi
Genel Cerrahi
Gastroenteroloji
NOrosirdrji
NOrosirdrji

Genel Cerrahi
Enfeksiyon Hastaliklar:
Genel Cerrahi
Cocuk Hastaliklar
Cocuk Hastaliklar
Hematoloji
Hematoloji

Cocuk Hastaliklar
Anestezi YB
Hematoloji

Cocuk Hastaliklar
Anestezi YB
Plastik Cerrahi
Anestezi YB

C. parapsilosis

C. tropicalis

GOgus Kalp Damar Cerrahi YB
GOgus Kalp Damar Cerrahi YB

kan
kan
kan
kan
kan
kan
kan

kan
kan
kan
kan
kan
kan
kan
kan
kan
kan
kan
kan
kan
kan
kan
kan
kan
kan
kan
kan
kan
kan
kan
kan
kan
kan
kan

kan
kan

99,2
97,3
97,3
97,3
99,2
97,3
99,6

99,9
99,9
99,9
97,0
99,9
97,9
99,0
99,9
99,7
99,9
99,9
99,7
99,9
99,3
99,9
99,9
98,4
98,4
99,9
99,9
99,9
99,9
99,5
99,9
86,3
99,5
99,9

95,8
95,8
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71
97
301
309
334
379
381
422
516
540

564
599
622
627
632
689
727
735
754
759
771
780
787

38
174
226
253
296
400
434
443
457
467
598
613
643
647

Enfeksiyon Hastaliklar:
Dahiliye
Hematoloji

Plastik Cerrahi
Onkoloji

GOgus Hastaliklart
GOgus Hastaliklart
Gunduiz Hastanesi
Hematoloji
Anestezi YB
Romatoloji

Uroloji

Endokrin Poliklinik
GOgls Hastaliklart
Uroloji

GOgus Kalp Damar Cerrahi YB

GOgls Hastaliklart

GOgus Kalp Damar Cerrahi YB

Anestezi YB
Hematoloji
Anestezi YB
Anestezi YB
Dahiliye
Anestezi YB

GOgus Kalp Damar Cerrahi YB

Acil Servis
Hemodiyaliz
Anestezi YB
GOgUs Hastaliklart
Prematire YB
Ozel Hasta Servisi
Ozel Hasta Servisi
Noroloji

Anestezi YB
Plastik Cerrahi
Nefroloji

Genel Cerrahi
Nefroloji

C. glabrata

kan
yara
kan
doku
kan
kan
plevrasivist
doku
kan
idrar
kan
kan
idrar
idrar
idrar
kateter
kan
kan
kan
kan
kan
kan
kateter
kan

yara
idrar
idrar
idrar
idrar
kan
kan
kan
idrar
idrar
idrar
idrar
kan
kan

92,8
95,8
95,8
89,3
95,8
95,8
95,8
95,8
90,4
95,8
95,8
95,8
95,8
95,8
95,8
96,3
95,8
92,8
95,8
93,4
95,8
85,9
95,8
95,8

99,3
99,3
99,3
99,3
99,3
99,3
99,3
99,3
99,3
99,3
99,3
99,3
99,3
99,3
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664
666
683
684
703
711
725
760
763
764
772

154
335

474
507
631
707
737
751
752
756

82
222
245
246
405
493
762
768
781
783

99
139

Acil Servis idrar
Genel Cerrahi yara
Dahiliye idrar
GOgus Kalp Damar Cerrahi YB idrar
Anestezi YB kan
Anestezi YB kan
Kok Transplantasyon Unitesi kan
Premattre YB kan
Onkoloji kan
Onkoloji kan
Kok Transplantasyon Unitesi kan
C. kefyr
Dahiliye idrar
Uroloji idrar
Enfeksiyon Hastaliklar: idrar
Koroner YB idrar
Koroner YB idrar
Enfeksiyon Hastaliklar: idrar
Anestezi YB kan
Anestezi YB kan
Onkoloji kan
Dahiliye kan
Agri Servisi kan
C. krusel

Dahiliye kan
GOgus Kalp Damar Cerrahi YB kan
Genel Cerrahi periton sivisi
Dahiliye idrar
Genel Cerrahi kan
GOgus Kalp Damar Cerrahi YB idrar
Enfeksiyon Hastaliklar: kan
Anestezi YB

Ortopedi idrar
Dahiliye kan

C. guilliermondii

Genel Cerrahi kan
Anestezi YB eklem sivisi

99,3
99,3
99,3
99,3
99,3
99,3
99,3
99,3
99,3
99,3
99,3

99,9
99,8
99,9
99,8
99,8
99,9
99,9
99,8
99,8
99,9
99,0

98,9
98,9
96,3
96,3
98,9
99,5
96,0
96,2
98,9
96,2

92,1
92,1



408
409
782
784
785

Ornek Tiri
Kan

BOS

K ateter
Ornegi
Periton/
Plevra Sivia
Eklem Sivis
Yara Ornegi

idrar

TOPLAM

Genel Cerrahi
Anestezi YB

Premattre YB
Premattre YB
Premattre YB

YB: Yogun Bakim

kan
kan
kan
kateter
kan

99,7
99,7
99,7
99,7
99,7

Tablo 2. Candida suslarimin tirlere ve soyutlandiklar: 6rnek tirtne gore dagilimi

C. albicans

34

40

6.2. REA Onces Uygulanan PZT Calismas Sonuclari

C. parapsilosis

27

27

C. tropicalis

16

26

C. glabrata C. kefyr
12 5
2
11 6
25 11

C.krussi C. guilliermondii | TOPLAM

6 5 105

3

1 4

1 3

1 1

6
3 24
10 7 146

Incelenen suslarin, REA 6ncesi uygulanan PZT sonucunda olusan amplifikasyon
dranlerinin buyukltkleri DNA agirlik belirleyicisi (GeneRuler 100 bp DNA Ladder MBI
Fermentas) ile karsilastirilarak saptandi. PZT calismast sonucunda C. albicans 586 baz cift
(bg), C. parapsilosis 570 bg, C. tropicalis 576 bg, C. glabrata 925 bg, C. kefyr 800 bg, C.
krusei 560 be, C. guilliermondii 657 b¢'lik Grinler olusturdu.

Calismaya dahil ettigimiz yedi Candida tiri igin segtigimiz birer tane 6rnek susun
PZT sonucunda elde edilen bantlarinin jel gortnttleri Sekil 1’ de izlenmektedir.
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Sekil 1. Calismaya alinan Candida turlerinden birer érnegin PZT drdnlerinin jel

goruntuleri

1. DNA agirlik belirleyicisi (GeneRuler 100 bp DNA Ladder), 2. C. albicans ATCC
14053, 3. C. tropicalis (301 numaral klinik izolat), 4. C. parapsilosis ATCC 90018, 5. C.
krusei ATCC 6258, 6. C. guilliermondii (409 numaral1 Kklinik izolat), 7. C. kefyr (707
numarali klinik izolat), 8. C. glabrata (711 numaral1 klinik izolat), 9. Negatif kontrol (NK).
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6.3. REA Sonuglari

Calismaya, PZT drunlerinin saflastirilmasindan sonra Mwol restriksiyon enziminin
kullanmldig1 REA ile devam edildi ve sbz konusu 146 sus bu enzimle kesildi. Calismaya alinan
Candida tdrlerini temsilen segilen birer adet susun Mwol enzimi ile kesimi sonucu olusan
bantlarin %2’ lik agaroz jeldeki goruntuleri Sekil 2’ de goralmektedir.

A ——

1 2.3e4 5 6 7 8

500 bg

—
—
—
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Sekil 2. Calismaya alinan Candida turlerinden birer susun Mwol enzimi ile kesimi
sonras elde edilen jel goruntusi

1. DNA agrrlik belirleyicisi (O’ RangeRuler 50 bp DNA Ladder), 2. C. albicans ATCC
14053, 3. C. tropicalis (301 numaral klinik izolat), 4. C. parapsilosis ATCC 90018, 5. C.

krusei ATCC 6258, 6. C. guilliermondii (409 numaral1 Kklinik izolat), 7. C. kefyr (707
numarali klinik izolat), 8. C. glabrata (711 numarali klinik izolat)

C. tropicalis ile C. parapsilosis turlerinin birbirinden ayriminda kullanilan Bsll enzimi

ile bu tirlerden birer 6rnek susun kesimi sonucu olusan gorinti Sekil 3'te izlenmektedir.
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200 bg

50 bg

Sekil 3. Birer adet C. parapsilosis ve C. tropicalis susunun Bdll enzimi ile REA
sonrasinda olusturdugu jel goruntuleri

1. DNA agirlik belirleyicisi (O’ RangeRuler 50 bp DNA Ladder), 2. C. tropicalis (301
numaral1 klinik izolat), 3. C. parapsilosis ATCC 90018

PZT sonucu 586 bg'lik bant olusturan 40 C. albicans susunun Mwol enzimi ile kesimi
sonucunda 36 tanesinde 261, 184, 141 b¢’lik g adet bant elde edilirken, dort adet susun farkl:
bdlgelerden kesilerek 184, 141 ve de yaklasik 165 ve 95 b¢'lik bantlar olusturdugu gozlendi.
Elde edilen sonuglar Sekil 4 ve 5'te gorulmektedir.
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Sekil 4. Tlk on C. albicans susunun Mwol enzimi ile kesim sonras driinlerin jel

goruntusu

1. DNA agirlik belirleyicisi (GeneRuler 100 bp DNA Ladder), 2-12. C. albicans
suslarinin (59, 115, 144, 166, 188, 211, 220, 238, 273, 298 numaral1 suslar) PZT Grund, 13.
NK, 14. DNA agirlik belirleyicisi (O'RangeRuler 50 bp DNA Ladder), 15-25. 59, 115, 144,
166, 188, 211, 220, 238, 273, 298 numaral1 suslarin Mwol enzimi ile kesim sonucu, 26. NK.
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Sekil 5. Cahisilan diger C. albicans suslarimin Mwol enzimi ile kessimi sonucunda olusan jel goruntuleri
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1, 13, 25, 37, 49, 61 numarali kolonlar DNA agirlik belirleyicisi (GeneRuler 100 bp
DNA Ladder); 7, 19, 31, 43, 55 67 numarali kolonlar DNA agirlik belirleyicisi
(O’ RangeRuler 50 bp DNA Ladder);

A) Sirasiyla 307, 332, 377, 420, 439 numaral1 suslarin PZT (2-6 numaral1 kolonlar) ve
Mwol (8-12. kolonlar) enzimi ile kesim sonucu;

B) 440, 462, 491, 506, 555 numarali suslarin PZT (14-18 numaral: kolonlar) ve Mwol

(20-24 numaral1 kolonlar) enzimi ile kesim sonucu;

C) 568, 581, 594, 600, 607 numaral1 suslarin PZT (26-30 numaral1 kolonlar) ve Mwol
(32-6 numaral1 kolonlar) enzimi ile REA sonucu;

D) 608, 609, 611, 614, 655 numaral1 suslarin PZT (38-42 numaral1 kolonlar) ve kesim
sonucu (44-48 numaral1 kolonlar);

E) 672, 698, 700, 732, 738 numaral1 suslarin PZT (50-54 numaral1 kolonlar) ve REA
sonucu (56-60 numaral1 kolonlar);

F) 740, 741, 746, 749, 757 numaral1 suslarin PZT (62-66 numaral1 kolonlar) ve REA
sonucu (68-72 numaral1 kolonlar)

Mwol enzimi ile kesim sonrasinda ¢ adet bant olusturan 36 sustan farkli bolgelerden
kesilerek, dort adet bant olusturan dort C. albicans susunun %4’ [tk “metaphore agarose”
(Cambrex, BioScience Rocland, ME USA)’da yuritulmesi ile olusan 184, 141 ve de yaklasik
165 ve 95 be' lik bantlarin gorinttist Sekil 6’ da izlenmektedir.
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Sekil 6. Mwol enzimi ile REA sonras dort adet bant olusturan C. albicans

suslarimin REA drunlerinin “metaphore agarose’ jel goruntisi

1. DNA agirlik belirleyicisi (GeneRuler 100 bp DNA Ladder), 2-6. Sirasiyla 377, 439,
600, 749 numaral1 suslarin ve C. albicans ATCC 14053 susunun (6 numarali kolon) PZT
urdnleri, 7. DNA agirlik belirleyicisi (O'RangeRuler 50 bp DNA Ladder), 8-12. 377, 439,
600, 749 numarali suslarin ve C. albicans ATCC 14053 susunun REA sonucu

Mwol enzimi ile 27 C. parapsilosis susunun kesimi sonucunda 336, 146, 88 b¢'lik, 26
C. tropicalis susunun kesimi sonucunda ise 325, 154, 97 b¢'lik U¢ adet bant olustu. Bu kesim
sonucu olusan bant blyukluklerinin her iki tirde de birbirine yakin olmas: ve gozle ayirt
edilememesi nedeniyle C. parapsilosis ve C. tropicalis turlerinin ayrimt igin Bdl enzimi
kullanild.

Bdll enzimi ile kesim sonucunda C. parapsilosis suslart 413, 94, 63 bg¢'lik tg¢ bant
olusturdu. Yirmialti adet C. tropicalis susunun ayn enzim ile kesiminden sonra suslarin
tuiminde 326, 187 ve 63 b¢' lik Ui adet bant elde edildi.

C. parapsilosis ve C. tropicalis suslari icin Mwol ve Bdl redriksiyon enzimleri ile
kesim sonucu elde edilen sonuglarin jel gorintisi Sekil 7 ve 8 de izlenmektedir.
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Sekil 7. C. parapsilosis suslarimin Mwol ve Bdll enzimleri ile kesmi sonras olusan
j €l goruntusi
1, 24, 45, 66, 84 numaral1 kolonlar DNA agirlik belirleyicisi (GeneRuler 100 bp DNA

Ladder); 10, 17, 31, 38, 52, 59, 72, 78, 90, 96 numaral1 kolonlar DNA agirlik belirleyicisi
(O'RangeRuler 50 bp DNA Ladder); 8, 16, 95, 101 numaral1 kolonlar NK;

A) Sirasiyla 48, 320, 366, 432, 456, 484 numaral1 suslarin PZT (2-7 numaral1 kolonlar),
Mwol (10-15 numaral1 kolonlar) ve Bdll (18-23 numaral1 kolonlar) enzimi ile kesim drdnleri;

B) 579, 582, 601,616, 696, 699 numaral1 suslarin PZT (25-30 numaral1 kolonlar), Mwol
(32-37 numaral1 kolonlar) ve Bdl (39-44 numaral1 kolonlar) enzimi ile REA sonucu;

C) 178, 289, 351, 645, 706, 726 numaral1 suslarin PZT (46-51 numarali kolonlar),
Mwol (53-58 numaral1 kolonlar) ve Bdll (60-65 numaral1 kolonlar) ile kesim sonucu;

D) 730, 739, 742, 744, 745 numaral1 suglarin PZT (67-71 numaral: kolonlar), Mwol (73-
77 numaral kolonlar) ve Bsll (79-83 numaral1 kolonlar) enzimi ile REA sonucu;

E) 733, 747, 755, 769 numaral1 suslarin PZT (85-88numaral: kolonlar), Mwol (91-94
numarali kolonlar) ve Bdl (97-101numaral: kolonlar) enzimleriyle kesim sonucu
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Sekil 8. Calismaya alinan C. tropicalis suslarinin Mwol ve Bdll enzimleri ile kesimi
sonras olusan jel goruntusi
1, 22, 41, 62, 81 numaral1 kolonlar DNA agirlik belirleyicisi (GeneRuler 100 bp DNA

Ladder); 8, 15, 28, 34, 48, 55, 68, 74, 86, 91 numaral1 kolonlar DNA agirlik belirleyicisi
(O’ RangeRuler 50 bp DNA Ladder); 40, 80 numarali kolonlar NK;

A) 2, 4,71, 97, 301, 309 numarali C. tropicalis suslarimin PZT (2-7 numaral1 kolonlar),
Mwol (9-14 numaral1 kolonlar) ve Bdl (16-21 numarali kolonlar) enzimi ile kesim sonucu;

B) 334, 379, 381, 422, 516 numaral1 suslarin PZT (23-27numaral1 kolonlar) ve Mwol
(29-33 numaral1 kolonlar) ve Bdl (35-39 numaral1 kolonlar) enzimi ile kesim sonucu;

C) 540, 544, 564, 599, 622, 627 numaral1 suslarin PZT (42-47 numarali kolonlar),
Mwol (49-54 numaral1 kolonlar) ve Bdll (56-61 numaral1 kolonlar) enzimi ile REA sonucu;

D) 632, 689, 727, 735, 754 numaral1 suslarin PZT (63-67 numaral1 kolonlar), Mwol (69-
73 numaral1 kolonlar) ve Bdl (75-79 numaral1 kolonlar) enzimi ile kesim Grind;

E) 759, 771, 780, 787 numaral1 suslarin PZT (82-85 numaral: kolonlar), Mwol (87-90

numarali kolonlar) ve Bdl (92-95 numaral1 kolonlar) ile REA Uruni

Sekil 8'de yer alan 35, 78 ve 79 numaral: kolonlarda Bdl enzimi ile kesilmemis
drdnlerin gbzlendigi suslarin PZT Grdnlerinin % oramnda dilisyonu ile ¢alisiimas: ve 379,
381, 422, 516, 632, 689, 727 numaral1 suslarin PZT Urtnlerinin dillie edilmeden yapilan REA
sonucu elde edilen jel gorunttsi Sekil 9'da gorulmektedir.
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Sekil 9. Bdll enzimi ile uygulanan protokolde tam olarak kesilmeyen C. tropicalis

suslarimin PZT urinlerinin %2 dilisyonu ile galisiimasi sonucu olusan REA runleri

66



1 ve 8 numarali kolonlar DNA agirlik belirleyicisi (O’ RangeRuler 50 bp DNA Ladder);
334, 735, 754 numaral1 suslarin PZT drdnlerinin %2 diltsyonu ile yapilan kesim sonucu (2, 12,
13 numarali kolonlar); 379, 381, 422, 516, 632, 689, 727 numaral1 suslarin PZT Urtnlerinin
dilisyonu yapilmadan uygulanan REA bant paternleri (3-6, 9-11 numaral1 kolonlar)

Calismamiza dahil ettigimiz 25 adet C. glabrata susunun Mwol enzimi ile kesimi 414,

174, 171, 86, 80 b¢'lik bes adet bant olusturdu. Elde edilen gorintiler Sekil 10'da
gorilmektedir.
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Sekil 10. C. glabrata suslarinin Mwol enzimi ile kessm sonras jel goruntuleri

1, 13, 25, 37, 51 numaral1 kolonlar DNA agirlik belirleyicisi (GeneRuler 100 bp DNA
Ladder); 7, 19, 31, 44, 57 numaral1 kolonlar DNA agirlik belirleyicisi (O’ RangeRuler 50 bp
DNA Ladder); 43,50 numaral1 kolonlar NK;

A) 38, 174, 226, 253, 296 numaral1 suslarin 925 b¢’'lik PZT (2-6 numarali kolonlar) ve

kesim (8-12 numaral1 kolonlar) trtnleri;

B) 400, 434, 443, 457, 467 numaral1 suslarin PZT (14-18 numaral1 kolonlar) ve kesim

(20-24 numaral1 kolonlar) Grdnleri;

C) 598, 613, 647, 664, 666 numaral1 suslarin PZT (26-30 numaral1 kolonlar) ve kesim

(32-36 numaral1 kolonlar) sonucu;

D) 643, 683, 684, 703, 711 numaral1 suslarin PZT (38-42 numaral1 kolonlar) ve kesim

(45-49 numaral1 kolonlar) sonucu;

E) 725, 760, 763, 764, 772 numaral1 suslarin PZT (52-56 numaral1 kolonlar) ve REA

(58-62 numaral1 kolonlar) drtnleri

Ayni sekilde C. kefyr suslarinada Mwol enzimi ile REA yapildiginda, tiim suslar 370 ve
430 be'lik iki adet bant olusturdu (Sekil 11).
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Sekil 11. C. kefyr suslarimin Mwol enzimi ile yapilan REA jel gorintileri

1 ve 15 numaral1 kolonlar DNA agirlik belirleyicisi (GeneRuler 100 bp DNA Ladder); 8
ve 23 numaral1 kolonlar DNA agirlik belirleyicisi (O'RangeRuler 50 bp DNA Ladder); 7, 14
numarali kolonlar NK;

A) Sirasiyla 154, 335, 344, 474, 507 numaral1 suslarin PZT (2-6 numarali kolonlar) ve

kesim (9-13 numaral1 kolonlar) sonucu;
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B) 631, 707, 737, 751, 752, 756 numarali suslarin PZT (16-21 numaral: kolonlar) ve
REA (23-29 numaral1 kolonlar) sonucu

Calisilan C. krusal suslarinin hepsinin Mwol enzimi ile kesimi sonucu 289, 134, 83, 54
b¢’lik dort adet bant izlendi (Sekil 12).
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Sekil 12. C. krusel suslarinin Mwol enzimi ile REA goruntuleri

1, 15 numarali kolonlar DNA agirlik belirleyicisi (GeneRuler 100 bp DNA Ladder); 8
ve 22 numaral: kolonlar DNA agirlik belirleyicisi (O’ RangeRuler 50 bp DNA Ladder); 7, 14,
21, 28 numaral1 kolonlar NK;

A) Sirasiyla 82, 222, 245, 246, 405 numarali C. krusei suslarinin PZT (2-6 numaralt
kolonlar) ve kesim (9-13 numarali kolonlar) sonucu

B) 493, 762, 768, 781, 783 numarali suslara ait PZT (16-20 numaral1 kolonlar) ve REA
(23-27 numaral1 kolonlar) sonucu;

Mwol enzimi ile C. guilliermondii suslarimn kesimi sonucunda yedi adet calisma
susunun bes tanesi 355 ve 302 be'lik; kalan iki sus ise yaklasik olarak 390 ve 300 bg’lik iki
adet bant olusturdu. Urinlerin jel elektroforezi sonrasindaki gorintileri Sekil 13'te
izlenmektedir.
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Sekil 13. C. guilliermondii suslarimin Mwol enzimi ile olusan Urtnlerin jel

goruntuleri

1. DNA agirlik belirleyicisi (GeneRuler 100 bp DNA Ladder), 2-8. 99, 139, 408, 409,
782, 784, 785 numaral suslarin PZT Urund, 9. Negatif kontrol, 10. DNA agirlik belirleyicisi
(O’'RangeRuler 50 bp DNA Ladder), 11-12. 99 ve 139 numarali suslarin Mwol enzimi ile
kesimi sonucu, 13-17. 408, 409, 782, 784, 785 numaral1 suslarin REA sonucu, 18. NK

Klasik identifikasyon yontemlerini kullanarak C. guilliermondii olarak tammladigimiz
yedi adet susun iki tanesinin PZT sonrasi farkli bant buyUkltgt ve REA sonucu farkli kesim
paterni gostermesi nedeniyle soz konusu suslar Bdll enzimi ile de kesildi. Sonugta 99 ve 139
numarali bu iki susun diger bes sustan tamamen farkl: bir kesim paterni gosterdigi saptandi
(Sekil 14).

1 2 3 4 5 6.7 8 9 10--11 12 13 1415 16 17 18

-
— -
- Ny 623k
—
——» 3560
——»238I¢

v ERHEI

Sekil 14. Bdl enzimi ile REA yapilan C. guilliermondii suslarimin REA Urdnlerinin

jel goruntuleri
1. DNA agirlik belirleyicisi (GeneRuler 100 bp DNA Ladder), 2-8. 99, 139, 408, 409,
782, 784, 785 numarali suslarin PZT drdnd, 9. NK, 10. DNA agirlik belirleyicisi
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(O’ RangeRuler 50 bp DNA Ladder), 11-12. 99 ve 139 numarali suslarin REA dranleri, 13-17.
408, 409, 782, 784, 785 numaral1 suslarin REA 0rtnleri, 18. NK

6.4. istatistiksel Analiz Sonuclari

REA yonteminin Candida tdrlerinin identifikasyonu agisindan duyarlilik, 6zgulluk,

pozitif ve negatif prediktif degerleri, given araliklari ile birlikte Tablo 3'te gorilmektedir.
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Tablo 3. Calismaya alinan Candidaturleri agisndan Mwol ve Bdl enzimleri ile yapilan REA yonteminin duyarhhk, 6zgulluk,

pozitif ve negatif prediktif degerleri

Mwol enzimi ile uygulanan REA

Duyar lilik
(Guven Arahg)
(%)

Ozgulluk
(Guven Arahg)
(%)

Pozitif Prediktif Deger

(Guven Arahg)
(%)

Negatif Prediktif Deger

(Guven Aralhg)
(%)

C. albicans

90 (75,4- 96,7)

100 (95,6- 100,0)

100 (88,0- 100,0)

96,4 (90,4- 98,8)

C. glabrata

100 (83,4- 100,0)

100 (96,2- 100,0)

100 (83,4- 100,0)

100 (96,2- 100,0)

C. krusel

100 (65,5 100,0)

100 (96,6- 100,0)

100 (65,5 100,0)

100 (96,6- 100,0)

C. kefyr

100 (67,9 100,0)

100 (96,6- 96,7)

100 (67,9- 96,7)

100 (96,6- 96,7)

C. parapsilosis

100 (84,5 100,0)

78,2 (69,5 85,0)

50,9 (37,0- 64,7)

100 (96,6- 100,0)

C. tropicalis

100 (84,0- 100,0)

81,5 (74,1- 87,3)

49,1 (35,3 63,0)

100 (96,1- 100,0)

C. guilliermondii

100 (46,3 100,0)

98,6 (94,5- 99,8)

71,4 (30,3- 94,9)

100 (96,7- 100,0)

Bdll enzimi ile uygulanan REA

C. parapsilosis 100 (84,5- 100,0) 100 (96,1- 100,0) 100 (84,5- 100,0) 100 (96,1- 100,0)

C. tropicalis 88,5 (68,7- 97,0) 100 (96,1- 100,0) 100 (82,2- 100,0) 97,6 (92,5- 99,4)
Bdll enzimi ile uygulanan ve PZT Urdnlerinin Y2 dilUe edildigi REA

C. tropicalis 100 (84,0- 100,0) 100 (96,1- 100,0) 100 (84,0- 100,0) 100 (96,1- 100,0)
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6.5. Dizi Analizi icin Yapilan PZT Uygulamas Sonuglari

Kirk C. albicans susu igerisinde Mwol enzimi ile kesilerek ¢ bant olusturan (261 bg,
184 bg, 141 bc) 36 sustan ikisi ile farkl1 bolgelerden kesilerek dort bant olusturan (184 bg, 141
bc ve yaklasik 165 bg, 95 bg) dort adet sus ve pozitif kontrol olarak kullandigimiz C. albicans
ATCC 14053 numaral1 sus dizi analizi 6ncesi PZT uygulamasi sonucunda 586 bp'lik Griin
olusturdu. Dizi analizine alinan yedi C. albicans susunun PZT Urtnlerinin jel gorunttsi Sekil
15'te izlenmektedir.

Sekil 15. Dizi analizine ahnan C. albicans suslarimin PZT dradnlerinin jel

goruntasi

1. DNA agrrlik belirleyicisi (GeneRuler 100 bp DNA Ladder) 2. 377 3. 439 4. 600 5.
749 6. 307 7. 332 numaral1 suslar, 8. C. albicans ATCC 14053

Calismaya alinan yedi C. guilliermondii susu icerisinde Mwol enzimi ile bir bolgeden
kesilerek yaklagik 380 ve 300 bg'lik iki bant olusturan iki adet sus ile 355 ve 305 bg'lik iki
bant olusturan iki adet susun dizi analizi 6ncesi PZT Urdnu jel gorantist Sekil 16'da
izlenmektedir.
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Sekil 16. Dizi analizine alinan C. guilliermondii suslarinin PZT drdnlerinin %2’ lik
agaroz jelde yurutilmes ile elde edilen gorintu

1. DNA agrrlik belirleyicisi (GeneRuler 100 bp DNA Ladder) 2. 99 3. 139 4. 408 5.
409 numarali suslar

6.5.1. Dizi Analizi Calismas: Sonuglar:

307 ve 332 numarali C. albicans suglar1 ve C. albicans ATCC 14053 numaral1 sus,
Mwol enziminin tamdig: iki bolgeden kesilerek 261 bg, 184 bg, 141 bg'lik U¢ adet fragman
olusturdu. Ayni enzim ile bu suslardan farkli bolgelerden kesilen 439, 600, 749 numaral
suslar ise Ug bolgeden kesilerek 184 bg, 141 bg ve yaklasik 165 bg, 95 be'lik dort adet
fragman ortaya ¢ikardi. Bu U¢ susta fazladan olusan kesim noktasinda Bio- Edit versiyon 7.0
programi kullanarak degerlendirdigimiz dizi analizi uygulamasi sonucunda adenin yerine
guanin nikleotidinin geldigi nokta mutasyonlar saptandi. Olusan nokta mutasyonlarin amino
asit degisimine yol agmayan sessiz mutasyonlar oldugu belirlendi. Bu bolgedeki adenin
guanin degisimi sonucu olusan nokta mutasyona bagli olarak Mwol enziminin tamdigi1 5'...G
CNNNNNINN G C..3 bolgesinin olustugu, boylelikle fazladan Uglinct bir kesim
noktasinin ortaya ciktigi saptandi. Mwol enzimi ile yapilan REA sonucunda 439, 600, 749
numaral1 suslar ile ayni bolgeden kesilen dordincl sus olan 377 numarali susta ise Ug farkl
nikleotitte (adenin, timin, timin) delesyon ve iki farkli nikleotitte de (timin, sitozin)
insersiyon tipi mutasyonlar saptandi. Olusan ikinci insersiyona bagl olarak diger U¢ sus ile
benzer olarak Mwol enziminin tamdigt 5..G C N N N N N|N N G C..3 bolgesinin

olustugu, boylelikle tgtinct bir kesim noktasinin ortaya giktigir gozlendi. Bu nedenle sbz
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konusu dort susta Mwol enzimi ile kesim sonrasinda 184 bg, 141 bg ve yaklasik 165 bg, 95
b¢'lik dort adet fragman elde edildigi belirlendi (Sekil 17, 18).

Rutin identifikasyon yontemleri ile C. guilliermondii olarak tammladigimiz, ancak
Mwol ve Bdll enzimleri ile ayni turtin diger suslarina gore farkli kesim noktalar: bulunan 99
ve 139 numarali suslarin ve Mwol enzimi ile diger C. guilliermondii suslar1 ile benzer
bolgelerden kesilen 408 ve 409 numaral: suslarin dizi analizi sonucunda; 99 ve 139 numarali
suglarin, Gen bankasinda bu bdlgenin DNA dizisi verilen AM176631, AM176630,
AM176629, AM176628, AB260136, AB260135 AM176626, AM176627, AB032176,
AM117815, AB054109, AM160625 numarali C. guilliermondii dizilerine gore (% 66,6)
AJ606465, AJ585348, AJ539367 numarali C. membranaefaciens suslarina gerek nikleotid
dizilimi ( % 91,2) gerekse aminoasit dizilimi agisindan ¢ok daha fazla bir benzerlik gosterdigi
saptandi. 408 ve 409 numarall suslarin dizilerinin ise Genbankasinda yer alan AM 176631,
AM176630, AM176629, AM176628, AB260136, AB260135, AM176626, AM176627,
AB032176, AM117815, AB054109, AM160625 numarali C. guilliermondii suslari ile
niikleotid ve aminoasit dizilimi agisindan aym oldugu belirlendi (Sekil 19, 20).

Inceledigimiz iki kaynakta C. guilliermondii tirtiniin iki varyetesi oldugu ve bunlarin C.
guilliermondii var. guilliermondii ve C. guilliermondii var. membranaefaciens olarak
siniflandirildig: saptand: (130, 131). Bu agidan tim suslarimizin C. guilliermondii tirt oldugu
ancak farkli varyeteler olmalar1 nedeni ile farkli kesim paternleri elde edildigi sonucuna

varildi.
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AB049119
AB049120
AB049121
AB049122

L28817

AF455524
AF455476
AF455428
AF455531
AF455457
AY939786
AY939789
AY939807

ATCC 14053 C. al bicans
332 C. al bicans
307 al bi cans
439 al bi cans
600 al bi cans
749 al bi cans
377 al bi cans

000000

AB049119
AB049120
AB049121
AB049122

L28817
AF455524
AF455476
AF455428
AF455531
AF455457
AY939786
AY939789
AY939807

ATCC 14053 C. al bicans
332 C. al bicans
307 al bi cans
439 al bi cans
600 al bi cans
749 al bi cans
377 al bi cans

000000

AB049119
AB049120
AB049121
AB049122

L28817

AF455524
AF455476
AF455428
AF455531
AF455457
AY939786
AY939789
AY939807

ATCC 14053 C. al bicans
332 al bi cans
307 al bi cans
439 al bi cans
600 al bi cans
749 al bi cans
377 al bi cans

000000

10 20
AR PR PR DR DR B
ACCTGCGGAAGGATCATTACTGATTT

30 40 50 60
P P P P PR P
TAATT CCACATGIGITTTTCTTTGAAAC

........... A

N N R

I

I R
70 80 90 100 110 120

AR PR DR DR BN DR BT B D D D DR
AAACTTGCTTTGGOGGT GABEECAGECTGECGOCAGAGGT CTAAACT TACAACCAATTTT

................................................ G...oo
130 140 150 160 170 180

TR PURUE PR DT DT B TR B DR -
TTATCAACTTGTCACACCAGATTATTACT- AATAGTCAAAACT TTCAA( CGGATCT
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AB049121
AB049122
L28817
AFA455524
AFA55476
AFA55428
AFA455531
AFA55457
AY939786
AY939789
AY939807
ATCC 14053
332 C. alb
307 alb
439 alb
600 alb
749 alb
377 alb

000000
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AB049120
AB049121
AB049122
L28817
AFA455524
AFA55476
AFA55428
AFA55531
AFA55457
AY939786
AY939789
AY939807
ATCC 14053
332 alb
307 alb
439 alb
600 alb
749 alb
377 alb

000000
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AB049121
AB049122
L28817
AFA455524
AFA55476
AFA55428
AFA55531
AFA55457
AY939786
AY939789
AY939807
ATCC 14053
332 alb
307 alb
439 alb
600 alb
749 alb
377 alb

000000

C. al bicans
cans
cans
cans
cans
cans
cans

C. al bicans
cans
cans
cans
cans
cans
cans

C. al bicans
cans
cans
cans
cans
cans
cans

190 200 210 220 230 240
AR PR PR DR B B B B DR D D D
TGGTTCTCGCAT CGATGAAGAACGCAGCGAAAT GOGATACGTAATATGAAT TGCAGATAT

250 260 270 280 290 300
R PR PR DU R B BT DR DR D DR DR
TCOGTGAATCATCGAATCTTTGAACBEACATTGEGECCT CTGGTAT TCCGGAGGECA
................ B I
A
310 320 330 340 350 360

R PR PR DR BN B B D R D DR DR
TGTTTGAGOGTCGI TTCTCOCT CAAACCGCT GGG TTGGT GT TGAGCAATACGACT
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AB049120
AB049121
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AFA455524
AFA55476
AFA55428
AFA455531
AFA55457
AY939786
AY939789
AY939807
ATCC 14053
332 alb
307 alb
439 alb
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749 alb
377 alb

000000
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AB049121
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AFA55476
AFA55428
AFA55531
AFA55457
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ATCC 14053
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377 alb

000000

AB049119
AB049120
AB049121
AB049122
L28817
AFA455524
AFA55476
AFA55428
AFA455531
AFA55457
AY939786
AY939789
AY939807
ATCC 14053
332 C. alb
307 alb
439 alb
600 alb
749 alb
377 alb

000000

C. al bicans
cans
cans
cans
cans
cans
cans

C. al bicans
cans
cans
cans
cans
cans
cans

C. al bicans
cans
cans
cans
cans
cans
cans

370 380 390 400 410 420
AR PR PR DR N I N B D DR DR D
TTTGCTTGAAAGACGGTAGT GGCGGGATCGCT TTGACAATGGCT TAGGTCTAA
R - B
I
430 440 450 460 470 480
AR PR PR D N N I D DR DR DR D
AAAAACATTGCTTGOGGOGGTA- CGTCCACCACGTATATCTTCAAACT TTGACCT
................ L
................ - LT e
................ - LT e
................ - PR
................ - L e
................ - PR
T
................ - PR
S P
................ - PR
...... GCGGOGGTAB C. . . T.ooeo oo
...... GCGGOGGTAG C. . . T.oov oo
...... GCGGOGGTAG C. . . T ooe oo
...... GCGGOGGTAGE. . . . Tevetee oo

ol
TCAGGGT

490 500
ol
AGGACTACCCGCT
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Sekil 17. Dizi analizi yapilan alti adet C. albicans susunun ve Genbankasindan
indirilmis C. albicans suslarinin degerlendirilmess sonucunda saptanan nukleotid
degisimleri

Mavi renk ile tarali bolgeler Mwol enziminin tamdigi kesim bolgeleri, pembe renk ile
tarali nikleoditler nokta mutasyonunun gerceklestigi bolgeler, (-) isaretli bolgeler insersiyon

delesyon bdlgeleri
10 20 30 40 50 60

P L I O A N I I I I I |
AB049119 TCCGRI | TDLLNCTTCVFLNKLALAV PACRQ?SKLTTNFLSTCHTRLLINSQ\IFQQ?I SW
AB049120 e A
AB049121 e
AB049122 e
L28817 e
AF455524 e
AF455476 e
AF455428 e
AF455531 e
AF455457 e
AY939786 e
AY939789 s
AY939807 e
ATCC 14053 C. albicans ... ... ... . . . . . . . . . . .. . Lo
332 C. al bicans e
307 C. al bicans e
439 C. al bicans e
600 C. al bi cans e
749 C. al bi cans e
377 C. al bicans R L.o....... ...

70 80 90 100 110 120

R I [P IR I I I I I I [ |
AB049119 FSHRRTORNAI RNWNCRYSI | ESL NAHCAL WY SGGHACL SVWWSPSNRVWWCAI RLGFAKT
AB049120 e Fo L
ABO49121 e
ABO49122 e L
L28817 e LA
AFAS5524 .
AFAS5AT6
AFAS5428
AFAS5531
AFAS5A57
AYO39786
AYO39789
AYO39807
ATCC 14053 C. albicans ... ... . . . . .
332 C. albicans
307 C. albicans
439 C. al bicans
600 C. albicans
749 C. albicans
377 C. albicans ... Ko
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130 140 150 160

R I [P I I I [ I
AB049119 VVVRRDRFDNCGLGLTKNI AC 'RPPRI SSNFDLKSA DYPL
AB049120 .. e T
AB049121 L. e T
AB049122 L. e T
L28817 L e T
AF455524 L. e T
AF455476 L. e T
AF455428 L. e
AF455531 L. e
AF455457 L. e
AY939786 L. e
AY939789 L. e Ve
AY939807 L. e T
ATCC 14053 C. albicans ........ .. . . . . . . . . . e
332 C. albicans ..., .. e Vo
307 C. albicans ..., .. e oL
439 C. albicans ..., .. e oL
600 C. albicans .......... e T
749 C. albicans ... .. e oL
377 C. albicans ..., .. e S Lo.......... X ..

Sekil 18. Sekil 17'deki C. albicans suslarimin dizi analizi ile saptanan amino asit
degisimi sonuclari

Mavi iletaral1 bolgeler delesyon, pembe ile isaretli bolgeler insersiyonlu bolgeler
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AML76631
AML76630
AML76629
AML76628
AB260136
AB260135
AML76626
AML76627
AML60625
AML17815
AB054109
AB032176

000000000000

gui I I'i ernondi
gui I I'i er nondi
gui l I'i er nondi
gui l I'i er nondi
gui l I'i ernondi
gui I I'i er nondi
gui I I'i ernondi
gui I I'i ernondi
gui I I'i ernondi
gui I I'i er nondi
gui l I'i ernondi

i er rondi

408 C. guilliernondii
409 C.guilliernondii
99 C.guilliernondii

139 C.guilliernondii

AJ606465
AJ539367
AJ585348

AML76631
AML76630
AML76629
AML76628
AB260136
AB260135
AML76626
AML76627
AML60625
AML17815
AB054109
AB032176

C
C.
C

000000000000

gui I I'i er nondi
gui l I'i er nondi
gui l I'i er nondi
gui l I'i ernondi
gui I I'i ernondi
gui I I'i ernondi
gui l I'i er nondi
gui I I'i er nondi
gui I I'i ernondi
gui |l I'i er nondi
gui I I'i ernondi
gui l I'i er nondi

408 C.guilliernondii
409 C. guilliernondii
99 C.guilliernondii

139 C.guilliernondii

AJ606465
AJ539367
AJ585348

AML76631
AML76630
AML76629
AML76628
AB260136
AB260135
AML76626
AML76627
AML60625
AML17815
AB054109
AB032176

C
C.
C

000000000000

gui l I'i er nondi
gui l I'i er nondi
gui I I'i er nondi
gui I I'i er nondi
gui I I'i er nondi
gui |l I'i er nondi
gui |l I'i er nondi
gui |l I'i er nondi
gui |l I'i er nondi
gui l I'i er nondi
gui |l I'i er nondi

er nondi

408 C.guilliernondii
409 C.guilliernondii
99 C.guilliernondii

139 C.guilliernondii

AJ606465 C. menbrani faci ens
AJ539367 C. menbrani f aci ens
AJ585348 C. menbr ani f aci ens

. menbr ani f aci ens
menbr ani f aci ens
. menbr ani f aci ens

. menbr ani f aci ens
menbr ani f aci ens
. menbr ani f aci ens

10 20 30 40 50 60

AR PR PR DTN N I B B DR DR DR D
ATGAAAAACGCGGCGAAATATGATAAATAT CT GATTTTTGTGAACCATCGTATT

70 80 90 100 110 120
AR PR DR DR RN B B DR D D DN D
TTTGAACGTACCCTGCGTCOGCTGGTGT TTCAGOGT GOGT GCCTGT TTGAACGTCATTTT

................................. GCovooo
................................. GCovoooe
130 140 150 160 170 180
R PR PR DR B B B D D D D D
GOCT GAAACCGCOGGGCCT GGT GCTGAGCGATAY GOCGTACCCGTCGTCTGCTG
GG
e T ... ACCOGT....TG..GAA
............. T .. ......ACCCG....TG ..GAA
CTLT. oo T ACC. AAT.C. TG ... A
CTLT. oo T ACC. AAT.C.TG. ... A
LTLT. oo T ACC. AAT.C. TG ... A
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190 200 210 220 230 240

B o I e I I (PP I I P I
AML76631 C. guil li ernondii GAAAAATAT GGGTGGTGCTGGATAGCTGCACCAGCCAGTGCATTCGTTTTATTCAG
AML76630 C.guil Liermdndii ...
AML76629 C.guil Liermdndii ...
AML76628 C.guilliernmondii ... ... . ... GG.. ..o
AB260136 C.guil liermdndii ...
AB260135 C.guil liermdndii ...
AML76626 C.guil Liermdndii ...
AML76627 C.guil Liermdndii ...
AMLE0625 C.gui l Liermdndii ...
AMLL7815 C.guil Liermdndii ...
ABO54109 C.guil liermdndii ...
ABO032176 C.guil liermdndii ...
408 C.guilliermdndii
409 C.oguilliermdndii
99 C.guilliernondii ATGGCGCCEL. . . CT. . ATAGCT. TCTG TTATTCAGT. . ATTC. TT. . AT. CAGC. GGT.
139 C. guilliernondii ATGGCGCCEL. . . CT. . ATAGCT. TCTG TTATTCAGT. . ATTC. TT. . AT. CAGC. GGT.
AJ606465 C. nenbranifaciens  ATTGCGGGC. T. CT. . ATAGCGAACTGGTGATTCAGT. . ATTC. TT. . AT. CAGC. GGT.

C
AJ539367 C. nenbrani f aci ens ATTGCGGGC. T. CT. . ATAGCGAACTGGTGATTCAGT. . ATTC. TT. . AT. CAGC. GGT.
AJ585348 C. nenbrani f aci ens ATTGCGGGC. T. CT. . ATAGCGAACTGGTGATTCAGT. . ATTC. TT. . AT. CAGC. GGT.

250 260 270 280

U PR PR DR R DR B B DR
CTGGT GGAACGT TGOGGCGGCAT TTTTCTGGTGCT

AML76631 C. guil i ernondi i

AML76630 C.guilliermondii ...
AML76629 C.guilliermondii ...
AML76628 C.guilliermondii ...
AB260136 C.guilliernondii  ......... T.G o
AB260135 C.guilliernondii  ......... T.G o
AML76626 C.guilliernondii  ......... T.G o
AML76627 C.guilliernondii  ......... T.G o
AML60625 C.guilliernondii  ......... T.G o
AML17815 C.guilliernondii  ......... T.G o
AB054109 C.guilliernondii  ......... T.G o
AB032176 C.guilliernondii  ......... T.G o
408 C.guilliermondii ... .. T.G o
409 C.guilliermondii .. ..., .. T.G o
99 C.guilliernondii GAA. GCAGCG. CGTGAAATTTC. GG. GGC. A. TGC. . GICT. . AG
139 C. guilliernondii GAA. GCAGCG. CGTGAAATTTC. GG. GGC. A. TGC. . GICT. . AG
AJ606465 C. nenbrani faci ens GAA. ATTGGG. CA. . AAATTTC. GG. G.. . C.. GC.. GICT. . AG
AJ539367 C. nenbrani faci ens GAA. ATTGGG. CA. . AAATTTC. GG. G.. . C.. GC.. GICT. . AG
AJ585348 C. nenbrani faci ens GAA. ATTGGG. CA. . AAATTTC. GG. G.. . C.. GC.. GICT. . AG

Sekil 19. Dizi analizi yapilan dort adet C. gquilliermondii susunun ve
Genbankasindan indirilmis C. quilliermondii ve C. membranifaciens dizilerinin
degerlendirilmes sonucunda saptanan nukleotid degisimleri

10 20 30 40 50 60

AU PR PR DR N IR B R R D D DR
MKNAAKYDKYELQ FVNHRI FERTLRPLVFORACLFERHFSLKPPCGLVLSDTLSRTRRLL

AML76631 C. guil i er nondi

AML76630 C.guilliernondii  ...... C........ D
AML76629 C.guilliernondii  ...... G
AML76628 C.guilliernondii  ...... G
AB260136 C.guilliernondii  ...... G
AB260135 C.guilliernondii  ...... G
AML76626 C.guilliernondii  ...... G
AML76627 C.guilliernondii  ...... G e
AML60625 C. guilliernondii  ...... G
AML17815 C.guilliernondii  ...... G
AB054109 C.guilliernondii  ...... G
AB032176 C.guilliernondii  ...... G
408 C.guilliermondii ... .. G
409 C.guilliermondii ..., G e
99 C.guilliermondii ..., Coo G Lo TR L. E
139 C.guilliernmondii  ...... Coo G L. TR L. E
AJ606465 C. menbranifaciens ...... e Fo.oLo........ TKCL. Q
AJ539367 C. menbranifaciens ...... o Fo.oLo........ TKCL. Q
AlJ585348 C. menbranifaciens ...... e Fo.oLo........ TKCL. Q
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70 80 90

P I PP I I P |
AML76631 C. guil li ernondii EKYAW/VLDSCTSQCI RFI QLVERCGE FLVLLAR
AML76630 C.guilliernmondii ... ... .. ... ...
AML76629 C.guilliernmondii ... ... ... ... ...
AML76628 C.guilliernondii  ........... A
AB260136 C.guilliernondii  ....................... W. ... ...
AB260135 C.guilliernmondii  ....................... W. ... ......
AML76626 C.guilliernmondii  ....................... W. ... ......
AML76627 C.guilliernmondii ... .................... W. ... ...
AML60625 C.guilliernmondii ... .................... W.. ... ...,
AML17815 C.guilliernondii ... .................... W. ... ...,
AB054109 C.guilliernmondii  ....................... W..........
AB032176 C.guilliernmondii  ....................... W.. ... .....
408 C.guilliermondii ... W. ... ...
409 C.guilliermondii ... W.. ... ...,
99 C.guilliernondii MAG. LDSFLI | QCl RFI QLVEGSGVKFLVAI ARLQ
139 C.guilliernondii MAG. LDSFLI | QCl RFI QLVEGSGVKFLVAI ARLQ

AJ606465 C. nenbrani faci ens I AGVLDSELVI QCI RFI QLVEDWGESKFLYV. LARLQ
AJ539367 C. nenbrani faci ens I AGVLDSELVI QCI RFI QLVEDWGESKFLV. LARLQ
AJ585348 C. nenbrani faci ens I AGVLDSELVI QCI RFI QLVEDWGESKFLV. LARLQ

Sekil 20. Sekil 19'daki suslarin dizi analizi ile saptanan amino asit degisimi

sonuclari

Calismamizda Mwol ve Bdll enzimleri kullamilarak yapilan PZT-REA yontemi ile klinik
orneklerden en sik soyutlanan C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei, C.
parapsilosis ve C. guilliermondii turlerinin identifikasyonu 33-34 saat gibi bir sirede

tamamlanabildi.



{. TARTISMA

Son yillarda organ nakli hastalari, hematolojik maligniteli veya kazamlmis immun
yetmezlik sendromlu (AIDS) hastalar gibi immunsupresif hasta sayisinda artisin yamnda
genis spektrumlu antibiyotik, kortikosteroit ile kanser ilaglarinin yaygin kullamm ve tibbi
yaklasimlarda gelismeler nedeniyle firsat¢i fungal infeksiyonlarin énemi artmustir (132).

1995 yilinda hastane kokenli infeksiyon etkenleri, risk faktorleri ve mortalite ile ilgili
ilk blylk nokta prevalans arastirmasi; Avrupa da 17 Ulkede, 6250'si antimikrobiyal sagaltim
veya profilaksi alan 10038 Y B hastasinda yapilmis ve bu hastalarda infeksiyon etkeni olarak
funguslar %17,1 oran ile besinci siklikta saptanmistir (133).

Hastaliktan korunma ve kontrol merkezi [Centers for Disease Control and Prevention
(CDC)] tarafindan hazirlanan ulusal hastane infeksiyonlari izlem (NNIS) raporlarinda hastane
kokenli fungal infeksiyon sikliginin 1980-1990 yillar1 arasinda % 0.2'den % 0.38'e ¢iktig1
belirtilmistir. Bildirilen fungal infeksiyonlarin %70-80'ini Candida tirleri olusturmaktadir.
Yine NNIS raporlarina gore, Candida tirleri hastane kokenli patojenler arasinda altinct,
hastane kokenli sepsis etkenleri arasinda ise dordunct siklikla rastlanan mikroorganizmalardir
(133, 134, 135).

Sistemik Candida infeksiyonlarinda en sk saptanan etkenler C. albicans ve C.
tropicalis olmasina karsin, flukonazoltin profilaktik olarak yaygin kullanimi 6zellikle immun
baskilanmis hastalarda etken olan Candida trlerinde degisime yol agmustir. (137, 138, 139).
Artig gosteren non-albicans Candida turlerinden bazilarimin amfoterisin B'ye, bazilarinin ise
triazollere kars1 duyarliliklarinda azalma saptanmasi nedeniyle Candida’larin ttr diizeyinde
identifikasyonunun yapiimas: blyiuk 6nem tasimaktadir (134, 140). Ornekten soyutlanan
Candida tdrinun belirlenmesi, antifungal ilaglara duyarlilik hakkinda bilgi verdigi gibi
ampirik sagaltim secimine de 1sik tutabilmektedir (135). Bu nedenle hizli, dogru
identifikasyon yaklasimlar: son yillarda 6nem kazanmis ve konuyla ilgili calismalarin sayist

artmugtur.

Candida infeksiyonlarinin standart laboratuvar tarsi igin; etkenin klinik 6rnekten direk
mikroskobik olarak saptanmasi, histopatolojik olarak dokuda belirlenmesi, kultirden
soyutlanmasi ve identifikasyonu gerekmektedir (80, 81). Standart laboratuvar yontemleri ile
identifikasyon 1-5 giin stireyi alabilmektedir. Ticari karbonhidrat asimilasyon temeline dayal1
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sistemler genellikle Candida tirlerinin identifikasyonunda kullamlmakta, bununla birlikte
tanimlama sorunlar: ortaya gikabilmektedir (141, 142).

Son yillarda fungal infeksiyonlarin tamsinda ve patojen funguslarin identifikasyonunda
cok sayida DNA temelli yontem gelistirilmistir (143, 144). PZT’ ye dayal1 yontemler basitlik,
duyarlihk ve 0zgulluk acisindan umut verici gorulmektedir. Candida tirlerinin
identifikasyonunda kullanilan ¢ok sayida PZT amplifikasyon teknigi bulunmakta olup, bu
tekniklerde kullamImak tzere ribozomal genler populer hedeflerdir (129, 117).

Amplifikasyon icin genellikle mitokondriyal DNA (yaklasik 30 kopya) genleri ve daha
siklikla genom icerisinde 40-80 kopya olarak bulunan rDNA genleri tercih edilmekte olup,
tum mantarlar icin ortak, cok tekrarli ve ileri derecede korunmus 18S, 5.8S ve 28S rDNA alt
uniteleri klinik 6rneklerde panfungal PZT igin kullanilmaktadir. Bu bolgeler turler arasinda
yeterince farklilik gostermediginden identifikasyon igin uygun degildir. Candida’larin tur
duizeyinde tammlanmasinda ribozomal alt birimleri kodlayan gen bolgelerinin arasina giren ve
protein kodlamayan “internal transcribed spacer” (ITS1, 1TS2) bolgeleri, sitokrom P-450
lanosterol- alfa-demetilaz, aspartik proteinaz, aktin, kitin sentetaz ve 1s1 sok proteini kodlayan
gen bolgeleri hedef bolge olarak kullamimaktadir (129, 109, 111, 110, 145). Bu nedenle
calismamizda identifikasyon icin uygun bolgeler olan ITS1, 5.8S rDNA ve ITS2 ye yonelik
onciller kullanmay1 yegledik. Boylelikle korunmus bir bolge ile degisken olan iki bolgenin
birlikte cogaltiilmasi ile identikasyonda avanta) saglanmasi amaclandi. Benzer sekilde Ug
bdlgenin birlikte kullanildigi gok sayida ¢alisma bulunmaktadir (129, 142, 161).

Funguslarin identifikasyonunun saglanmasi amaciyla DNA temelli testlerin kullanildig:
birgok arastirma bulunmaktadir. Calismalarda bu testlerin laboratuvar identifikasyonu igin
gereken sireyi kisalttigi ve sonuclarimin zaman kazanimi agisindan umut verici oldugu
bildirilmektedir (121). Fungal patojenlerin identifikasyonu amaciyla multipleks PZT, “nested”
PZT, “real time” PZT, PZT-REA ve “reverse-transcriptase” PZT gibi yontemler kullanmilmistir
(146, 147, 148, 149).

PZT-REA’nin, fungal patojenlerin saptanmasi ve tir identifikasyonlarina hizl1 ve dogru
bir yaklasim getirdigi bildirilmistir (149). Y 6ntemin hizli, kolay uygulanabilir ve ucuz oldugu,
tibbi agidan 6nemli mayalarin ekonomik identifikasyonu amaciyla rutin laboratuvarlarda da
kullanilabilecegi belirtilmistir (129). Calismarmizda 6zellikle sistemik 6rneklerden soyutlanan
ve klasik yontemler ile tammlanan Candida albicans ve non-albicans Candida turlerinin daha
hizl1 ve guvenilir identifikasyonu amaciyla REA ydnteminin uygulanmast ve sonuglarin
karsilastirilmas: hedeflenmistir.
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PZT uygulanabilmesi icin DNA eldesinin hizli ve kolay bir sekilde gergeklestirilmesi
gerekmektedir (150). Bu nedenle fungal DNA eldesi kritik bir basamag: olusturmakta ve son
yillarda bu konuda gelistirilmis birgok protokol bulunmaktadir. Geleneksel DNA eldesi
yontemleri icin en 6nemli kisitlilig1 sert fungal hiicre duvarimin lizisi olusturmaktadir. Basit
lizis yontemleri olarak fiziksel, enzimatik, ardisik dondurma ¢ézme dongulerinden olusan sivi
nitrojen ile, sicak deterjanlarda ve proteazlarda inklbasyon sonucu parcalanma ve fenol
kloroform veya guanidin tiyosiyanat gibi kullanimi zor, toksik kimyasallarin kullanildigi
parcalanma yontemleri sayilabilir. Ancak bu yontemler zorluk, zaman ve bulas sorunlarindan
dolay: rutin laboratuvarlarda kullamm agisindan uygun degildir (150, 151, 152). ilk
ekstraksiyon protokollerinde fungal htcre lizisinin gergeklestiriimesi amaciyla zimolaz
kullamlmis olup, bu yontemlerde fungal sferoplast olusumu icin hicrenin  osmotik
duyarliligimn arttirilmas: prensibinden yararlamlmistir. Zimolaz kullamimasimin 6zellikle
Candida ve Cryptococcus gibi mayalarda DNA eldesi icin etkin oldugu bildirilmistir (111).
Fungal hiicre duvarimin pargalanmast litikaz, mireinaz, p-1,3-glukan laminaripentaohidrolaz,
B-1,3-glukanaz gibi enzimler yardim ile de saglanabilmektedir. Bunun yaninda etilen diamin
tetra asstat (EDTA), sodyum dodesil silfat (SDS) veya proteinaz K uygulanmalari da
yapiimaktadir. Gunumizde DNA eldesi ““in house” yontemlerin yan sira ticari Kitler
yardimiyla da gergeklestirilmektedir (150, 151).

Fungal DNA eldesi amaciyla ticari Kitlerle birlikte mekanik, enzimatik, termik-
enzimatik htcre liziss yontemlerinin karsilastirildigr bir ¢alismada, 0Ozellikle zimolaz
kullanimu ile drneklerin 55°C’ de iki saat inkibe edildigi termik-enzimatik yontem ile yapilan
ekstraksiyonun en duyarli yontem oldugu belirtilmis, sonrasinda gerceklestirilen PZT nin
duyarliligi C. albicans ve S cerevisiae icin 9x10%, A. fumigatus icin 9x10? hiicre olarak
saptanmigtir. 'Y ontemin en 6nemli kisitliliginin, diger yontemlere oranla daha fazla zaman
gerektirmesi ve yaklasik olarak sekiz saatte gergeklestirilmesi oldugu vurgulanmistir (152).

Calismamizda PZT-REA uygulanmasindan 6nce DNA eldesi Nucleospin Tissue Kit
(Macherey-Nagel, Almanya), EDTA, litikaz, sorbitol tampon kullanilarak Uretici firma
Onerileri dogrultusunda gerceklestirilmistir. Uygulanan yontem ile koloniden ekstraksiyon
asamasinda bir sorun yasanmamustir. Loeffler ve arkadaglari (150) tarafindan yapilan ve DNA
eldesinde ticari olarak mevcut bes ekstraksiyon kiti ve el ile uygulanan termik-enzimatik
ekstraksiyon yonteminin duyarlilik, zaman ve maliyet agisindan karsilastirildig: bir calismada,
tum ticari kitlerin DNA ekstraksiyonu icin harcanan siireyi kisalttigi, ancak maliyeti arttirdig:
belirtilmistir. Karsilastirilan ticari kitler arasinda QIAmpTissue Kit’in (Qiagen, Los Angeles,
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California) el ile uygulanan yontem ile aym duyarlilik (1-10 hucre/ ml) ve saflikta fungal
DNA agiga gikardig: bildirilmistir.

REA yonteminde kullanilan restriksiyon endoniikleazlar (RE), kisa DNA dizilerini
O0zgul olarak tamyan ve bu dizilere yakin bdlgelerden veya bu diziler igindeki 6zgul
bolgelerden DNA’y1 kesen yapilar olup, blyldk bir kismi bakterilerden soyutlanmistir. Bu
enzimler, DNA tamma bolgesi ve katalitik bolge olmak Uzere iki fonksiyonel alt birimden
olusmaktadir. DNA tamma bdlgesi dzgul bolgeyi tanir ve katalitik bélgeyi buraya yerlestirir.
Tamma dizisine yerlesen katalitik bolge de DNA heliksinin fosfodiester baglarint kirar (153).

RE’ler, metilaz aktivitelerine, alt Unite yapilarina, kesim 6zgulliklerine ve kofaktor
ihtiyaglarina gore simiflandiriimistir. Tipl RE'ler tammma dizilerine baglanmalarina ragmen,
kesimlerini dizi disinda rastgele gergeklestirmektedir. Tip2 RE’ler tam hedef nukleotitten
veya ¢ok yakinindan kesim yapma 6zellikleri nedeniyle arastirmalar icin ideal enzimlerdir.
Bunlar, Mg iyonlarimin varhiginda cift zincir DNA izerindeki 4-8 bg bilyiikliigiinde
palindromik dizileri tamr ve bu dizi icindeki 6zel bolgeden kesim yaparlar. Tip2 RE’ler
restriksiyon fragmanlar: ve jelde bant paternleri olusturmalar: bakimindan diger tip RE'lere
gore ustindur. Gunimizde sayist 3612'yi bulan Tip2 RE’lerin 588 tanesi ticari olarak
satilmaktadir. Tip3 RE'lerin tam bir kesim yapma 0Ozellikleri zayif olup, DNA’ya tamma
dizilerinden baglanmalarina ragmen, kesimi tamima bolgesinden farklt bir yerden
gerceklestirirler. Calismamizda kullandigimiz Mwol ve Bsll RE’ leri de Tip2 RE’ leri arasinda
yer almakta ve bu tip enzimlerin sahip oldugu Ustinlkleri tasimaktadir (136, 154, 155, 156).

Ayni diziyi tamyan ve farkli organizmalardan elde edilmis RE’lere izosizomer denir.
[zosizomerler siklikla farkl optimum reaksiyon kosullarina ve stabiliteye sahiptir. Aym diziyi
tammmalarina karsin, kesimi dizinin farkli bolgelerinden de yapabilen RE'ler neosizomer
olarak adlandirilmaktadir (157). REA amaciyla kullanmis oldugumuz Mwol enzimi

HpyF10V1 enziminin neosizomeri, Bsll enzimi de BseLl ve BsiYl'in izosizomeridir.

Calismamiz kapsaminda, Dokuz Eylul Universitesi Hastanesi Mikoloji laboratuvarinda
sistemik Orneklerden soyutlanarak rutin yontemlerle identifikasyonu yapillan 146 adet
Candida susu yer almistir. Suglarin turlere gore dagiliminin en sik soyutlanan tirleri icerecek
sekilde olmasina 6zen gosterilmis; bu nedenle arastirmamiza C. albicans, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. glabrata, C. krusel, C. kefyr ve C. guilliermondii’yi iceren yedi tir alinmustir.

PZT sonucunda calismamiza alinan 40 C. albicans susu 586 bg¢'lik bantlar

olusturmustur. Mwol enzimi ile kesilen C. albicans suglarimin 36 tanesi Trost ve
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arkadaglarinin (129) bulgulari ile paralel olan 261, 184 ve 141 bg'lik G adet, dordi ise 184
bg, 141 beg ve yaklasik 165 bg, 95 b¢'lik dort adet bant olusturmustur. Farkli kesim paterni
goseren dort susun dizi analizi sonuclart  degerlendirildiginde bir adet susta
insersiyon/delesyon tipi mutasyon, diger U¢ susta ise nokta mutasyonu saptanmistir. Bu
suslarda diger 36 sustan farkli olarak meydana gelen kesim noktasinda adenin yerine guanin
nikleotidinin geldigi mutasyonlar olustugu belirlenmis; bu bdlgedeki adenin guanin degisimi
sonucu olusan mutasyona bagli olarak fazladan Uglinct bir kesim noktasinin ortaya ¢iktigi
izlenmistir. Bu sonuca goére C. albicans suslarinda Mwol enzimi ile uygulanan REA’nin
duyarlilik, 6zgullik, pozitif ve negatif prediktif degerleri sirasiyla % 90, % 100, % 100 ve
%96,4 olarak saptanmustir.

Arastirmamizda 27 C. parapsilosis ile 26 C. tropicalis susunun, 6ncill ve 6ncil3
kullanilarak ITS1, 5.8SrDNA, ITS2 bolgelerinin PZT ile gogaltiimas: sonucu sirastyla 570 ve
576 b¢'lik bantlar elde edilmistir. Mwol enzimi ile kesim sonucunda C. parapsilosis ve C.
tropicalis suslarinda sirasiyla 336, 146, 88 b¢'lik ve 325, 154, 97 be¢'lik Uger adet bant
izlenmistir. Mwol enziminin bu iki tdrin ayrimim saglayacak bant paternlerini olusturmamasi
nedeniyle Trost ve arkadaslarinin (129) kullandig: ikinci bir restriksiyon enzimi olan Bdl ile
suslar kesime alinmigtir. Bl enzimi ile kesim icin 55°C’ de 45 dakika inkiibasyon ve 80°C’ de
20 dakika st ile inaktivasyon uygulanmstir. C. parapsilosis suslari bu kesim sonucunda 413,
94, 63 b¢'lik U¢ adet banttan olusan bir bant paterni ortaya cikarmistir. Bu acidan C.
parapsilosis icin Mwol enzimi ile uygulanan REA’ nin 6zgullik, pozitif prediktif degerlerinin
dustk bulundugu, Bdll kullantmimin 6zgulligu ve pozitif prediktif degeri (% 100) arttirdig:
gozlenmistir (Tablo 3). Bdll enzimi ile REA uygulanmasi sonucunda 26 C. tropicalis susunun
23'Unde elde edilen bant buydkltkleri 326, 187 ve 63 b¢'den olusurken, kalan tglnde
beklenen bliytklukte t¢ bant ile birlikte PZT Grdnt buyukluginde, tam olarak kesilmemis bir
bant daha izlenmistir. Bu bantin olusum nedeninin DNA miktarimin yogun olmasindan
kaynaklanmis olabilecegi dustnulerek bu suslarin PZT drunleri ¥2 oraminda dilte edilerek
calisilmis ve sorunun c¢odzimlendigi gorulmustiur. Bdll enzimi ile kesim sonucunda C.
tropicalis icin duyarlilik % 88,5 ve negatif prediktif deger % 97,6 olarak saptanirken, %2
dilisyon sonrasi Bdl enzimi ile kesimin C. tropicalis igin duyarlilik ve negatif prediktif
degeri % 100’ e yukselttigi goralmustir.

Calismaya aldigimiz 25 C. glabrata, 11 C. kefyr ve 10 adet C. krusai susu sadece Mwol
enziminin kullanilldigi REA ile birbirinden ayirt edilebimistir. C. glabrata suslart Mwol
enzimi ile kesim sonucunda 414, 174, 171, 86, 80 b¢'lik bantlar olustururken, C. kefyr suslar
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icin 370, 430 b¢'lik iki adet bant ve C. krusel suslari icin ise 289, 134, 83, 54 b¢'lik dort adet
banttan olusan paternler elde edilmistir.

Geleneksel yontemlerle C. guilliermondii olarak tanimladigimiz suslarin Mwol enzimi
ile kesimi sonucunda bes sus 355, 302 b¢'lik; kalan iki sus ise yaklasik olarak 390 ve 300
b¢'lik iki adet bant olusturmustur. Bu yontemin C. guilliermondii tirleri igin duyarlilig:,
Ozgulltugl, pozitif ve negatif prediktif degerleri sirasiyla %100, % 98,6, % 71,4, %100 olarak
saptanmustir.  Suslarimizda farkli paternler elde edilmesi Uzerine Bdl enzimi ile REA
uygulanarak Mwol ile farkli kesilen 99 ve 139 numarali suslarin kesim sonrasinda yine
digerlerinden tamamen farkl: bir kesim paterni gosterdigi izlenmistir. Farkli kesilen iki sus ile
diger gruptaki iki adet susun dizi analizi sonuglari birlikte degerlendirildiginde; 99 ve 139
numaralt  suslarin  nikleotid ve aminoasit dizilimlerinin Gen bankasindaki C.
membranaefaciens tirleri ile biyik benzerlik (% 91,2) gosterdigi saptanmustir. Inceledigimiz
baz1 kaynaklarda C. guilliermondii tUrdnun, var. guilliermondii ve var. membranaefaciens
olmak Uzere iki adet varyetesi oldugu ve genellikle bu iki varyetenin ticari identifikasyon
sistemleri ile ayirt edilemedigi belirtilmistir (130, 131). Calismamizda da bu bulgu ile paralel
olarak Ug defa tekrar ettigimiz APl 20C AUX identifikasyon sonuclart % 92,1 oramnda C.
guilliermondii olarak saptanmistir. Calismaya alinan yedi adet susun, aym tirin farkl
varyeteleri olmalart nedeniyle farkli PZT ve kesim bant paternleri olusturdugu sonucuna
varilmustir. Trost ve arkadaslarimin (129) yaptig1 ¢alismada C. membranaefaciens ayr1 bir tur
olarak alinmis ve caligmada C. membranaefaciens ATCC 201377 standart susu ile bizim C.
guilliermondii var. membranaefaciensicin elde ettigimiz ayn bant paterni saptanmustir.

Onceki yillarda patojen olarak pek kabul edilmeyen ve azollere direncli bir tiir olarak
tammlanan C. membranaefaciens ilk olarak 2005 yilinda Fanci ve arkadaslar: (158) tarafindan
non-Hodgkin lenfomal1 bir hastanin kan kultirt ve kateterinden soyutlanarak santral venoz
kateter iligkili infeksiyon etkeni olarak bildirilmistir. Calismamizda C. guilliermondii var.
membranaefaciens olarak belirlenen suslarin bir tanesi kan kadltirinden digeri ise eklem

sivisindan soyutlanmustir.

Identifikasyon amaciyla REA yonteminin kullanildig bir calismaya 16 Candida tir
dahil edilmis; ITS 1, ITS 2 ve 5.8S rDNA bolgeleri hedef alinarak PZT gergeklestirilmis ve
sonucta 480 bg ile 929 b arasinda degisen blyUklUklerde bantlar elde edilmistir. Calismaya
alinan 16 farkli Candida tiruntin Mwol restriksiyon enzimi ile kesimi sonucunda C. tropicalis
ile C. parapsilosis ve C. guilliermondii ile C. membranaefaciens disindaki turler farkl
blyutklukte bantlar olusturmus ve tammlanabilmistir. Bu turleri birbirinden ayirmak igin ise
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BdlI enzimi kullamlmis ve restriksiyon paternlerine gore de C. tropicalisile C. parapsilosis ve
C. guilliermondii ile C. membranaefaciens birbirlerinden ayirt edilebilmistir. Bu arastirmada
Mwol enzimi, 12 Candida ttrtnun ayrimmna olanak saglayan bant paternlerini olusturmasi
yaninda C. albicans ile C. dubliniensis arasindaki ayrim: da net olarak ortaya gikarmistir. Bdll
enzimi ise Mwol enzimi ile tanimlanamayan diger turlerin ayrimina olanak saglamustir.
Boylelikle PZT drdnlerine Mwol ve Bdll restriksiyon enzimlerinin kullamldigi REA
uygulanmasi sonucu 16 Candida turd tammlanabilmistir (129). Arastirmamizda C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. kefyr, C. krusal, C. guilliermondii tirleri igin her
iki enzim de kullamlarak benzer sonuclar saptanmis, sadece nokta mutasyonu ve
insersiyon/delesyon tipi mutasyon belirlenen C. albicans suslar1 icin farkli bant paternleri elde
edilmistir.

Williams ve arkadaslar1 (159) tarafindan yapilan, “intergenic spacer regions’
bolgelerinin cogaltiimasina yonelik olarak ITS1 ve ITSA oncillerinin kullaniddigr bir
calisgmada, C. albicans, C. stellatoidea, C. guilliermondii, C. parapsilosis, C. kefyr, C.
tropicalis, C. krusel ve C. glabrata "y1 iceren sekiz Candida ttrtnin tamimlanmasi amaciyla
suslara PZT ve REA uygulanmistir. PZT sonrasi olusan bant paternlerinin C. guilliermondii,
C. glabrata ve C. kefyr trlerinin ayrimina olanak sagladigi ancak bu bantlarin birbirine yakin
blyuklUkte oldugu; C. albicans, C. tropicalis, C. stellatoidea, C. parapsilosis ve C. krusei
turlerinin ise REA sonucu olusan kesim paternlerine gore ayirt edilebildigi saptanmustur.
Haelll, Bfal ve Ddel restriksiyon enzimlerinin kullanildigi c¢alismada arastiricilar bu ¢
enzimden Bfal‘in turlerin ayriminda en iyi sonuglar: verdigini saptamslardir. C. glabrata, C.
kefyr ve C. guilliermondii turlerinin hizli tammlanmast igin gogaltilan PZT drdnlerinin
elektroforezi yeterliyken, diger bes tirin tanmmlanmasi icin suslarin 6zellikle Ddel ve Bfal
enzimleriyle kesiminin gerekli oldugu belirtilmistir.

Bes Candida turlnu igeren 44 klinik Candida izolatimn incelendigi diger bir calismada
ITS1ve ITS4 oncul’ leri kullamlarak gergeklestirilen PZT sonucunda, C. glabrata, C. rugosa,
C. albicans, C. parapsilosis ve C. krusal tirleri icin buyutkltkleri sirasiyla yaklasik olarak 800
bg, 500 bg ve digerleri icin de yaklasik olarak 520 bg'lik Grinler saptanmistir. Benzer
blyuklukte Grinler olusturan bu Gg¢ tardn tanimlamasimin yapilabilmesi icin Haelll, Ddel ve
Bfal enzimleri ile REA uygulanmis ve olusan restriksiyon paternlerine gore Haelll enziminin
digerlerine gore tiurler arasindaki farklilig: en iyi saptayan enzim oldugu belirtilmistir. Tek
basina Haelll kullamldiginda, C. parapsiloss ve C. krusei benzer buyuklikte bantlar
olusturmus, ancak bu suslarin Bfal ile kesimi sonucunda C. krusel icin ayirt edici sonuglar
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elde edilmistir. Bu bulgular esliginde ¢calismada Haelll enziminin C. albicans ve diger non-
albicans Candida turlerinin kesin olarak ayirt edilmesini sagladigi, Bfal enziminin C.
parapsilosis ve C. krusael arasindaki farkliligin saptanmasinda ve Ddel enziminin ise C.
albicans turlerinin dogrulanmasinda kullamilabilecegi sonuglarina varilmistir (15).

Klinik 6rneklerden en sik soyutlanan yedi tird iceren 114 Candida izolati ve 65 referans
susun tammlanmast amaciyla ITS bolgesine yonelik ITS5 ve NL4 oncilleri kullanilarak
amplifikasyonun gerceklestirildigi bir arastirmada, C. glabrata, C. guilliermondii ve C.
inconspicua suslart farkli buyuklikte Grinler olusturmus, bunlar disinda kalan Candida
turleri’nin (C. albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis ve C. krusai ) benzer buyuklikte PZT
Urdnu olusturdugu saptanmuistir. Bu nedenle bu dort tirdn ayirt edilmesi igcin amplifikasyon
drdnleri Haelll, Ddel ve Bfal enzimleri ile kesilmistir. Ddel enzimi ile kesim sonucu C.
albicans ve C. dubliniensis suglart dort adet bant olusturmus ancak bu bantlardan tgl ayni
blyUkllkte olmasina ragmen dordinct banttaki blyutkltk farki nedeniyle iki tir birbirinden
ayirt edilebilmistir. Sonug olarak; bu calismada C. glabrata, C. guilliermondii ve C.
inconspicua 'nin PZT Urdn biyukliklerine gore tammlanabildigi, bunun disinda kalan diger
dort turuin tammlanmasi igin ise PZT Urtnlerinin restriksiyon enzimleri kullanilarak kesilmesi
gerektigi bildirilmistir (160).

Son yillarda REA ile ilgili calismalar daha ¢ok C. albicans ile C. dubliniensisin
ayrimina yonelik olarak planlanmustir. iki tirin ayrim icin gerekli sireyi kisaltmak ve is
yukuni azaltmak amaciyla Ozellikle tek restriksiyon enziminin kullanildigir ¢alismalar
yapilmistir. Graf ve arkadaslari (161) 1TS1, 5.8S rDNA ve ITS2 bolgelerini ¢ogaltmaya
yonelik olarak kullandiklar1 6nctll ve Oncul2 ile PZT sonucunda C. albicans ile C.
dubliniensis icin sirasiyla 586 ve 589 bg¢'lik bantlar elde etmislerdir. PZT trtnlerinin Mwol
restriksiyon enziminin neosizomeri olan HpyF10V1 ile kesilmesi sonucunda C. albicans 141,
184 ve 261 bg, C. dubliniensis 264 ve 325 b¢'lik bantlar olusturarak tek enzimin kullamldig:
REA ile birbirlerinden ayirt edilebilmistir. Onikiser C. albicans ve C. dubliniensis susunun
incelendigi bir baska calismada ise arastiricilar REA’da kullamimak Gzere Blnl enzimini
secmiglerdir. 37°C'de iki buguk saatte kesim sonucunda C. dubliniensis suslar1 tek bir
bolgeden kesilerek iki adet bant olusturmus ancak enzimin C. albicans suslarinda kesim
bolgesi bulunmamasi nedeniyle REA sonrasi PZT rint blyUkliginde bant elde edilmistir.
Arastirmanin  sonucunda REA’min morfolojik olarak birbirine benzeyen tirler olan C.
albicans ve C. dubliniensisin birbirinden ayriminda kolay ve hizli bir yontem oldugu

sonucuna varilmstir (162).
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Y Uiz otuz yedi klinik Candida susunun alindig: bir calismada ITS1, 5.8SrDNA ve ITS2
bolgeleri cogaltilarak; Mspl enzimi ile kesilmistir. Kesim sonucunda calismada yer alan C.
albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis ve C. guilliermondii turleri gibi
klinik drneklerden siklikla soyutlanan alti adet Candida turt identifiye edilebilmistir. Ancak
bu yontemle C. albicans ve C. dubliniensis igin ayrim saglayacak bant paternleri elde
edilememistir. Arastiricilar sonugta REA’min tibbi  mikoloji laboratuvarinda Candida
turlerinin identifikasyonunda kullamlabilecek kolay bir yontem oldugunu belirtmislerdir
(142).

C. albicans suslar1 icin SDA besiyerinde Uretildikten sonra geleneksel identifikasyon
yontemleri ile tanimlama, eger sadece ¢cimlenme borusu ile yapilabiliyorsa t¢ saat gibi bir
sireyi alirken; cimlenme borusu testinin negatif oldugu durumlarda sire 72 saate dek
uzayabilmektedir. Klinik 6rneklerden en sik soyutlanan C. parapsiloss, C. tropicalis, C.
glabrata, C. kefyr, C. krusai, C. guilliermondii turlerinin identifikasyonu igin genellikle 72
saat gibi bir sire gerekli olmaktadir. Calismamizda Mwol ve BdI'nin kullamldigi REA min
uygulanmasiyla bu turlerin identifikasyonu icin gecen siire 33-34 saat olarak saptanmustir.

Candida suslarinin prognostik, epidemiyolojik ve terapttik nedenlerle erken, hizli ve
dogru identifikasyonu kritik 6neme sahip olup; klasik yontemler identifikasyon icin halen
altin standart olarak kabul edilmektedir. Sonug olarak; klasik yontemler ile tammlamada
sorun yasanan Candida turlerinin identifikasyonunda veya ¢ok hizli tanmmlama gerektiren
durumlarda REA yonteminin kullanabilecegi ancak bu yontemde de bazi farkliliklarin
izlenebileceginin  gbz Onunde bulundurulmas: gerektigi  disunulmistiur. GUnumizde
molekuler yontemler hentiz klasik yontemlerin yerini alabilecek durumda olmayip, hiz ve
dogruluk agisindan identifikasyona ek kazammlar getirebilecektir.
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8. SONUC VE ONERILER

§ Calismamiza ¢cimlenme borusu testi, misir unu tween 80 agar ve CHROMagar Candida
(CHROMagar, Fransa) besiyerlerindeki morfolojileri ve APl 20C AUX (Biomérieux, Fransa)
otomatik identifikasyon sonuclarina gore tammmlanmis 146 Candida susu alinmis ve Candida
turlerinin (C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. kefyr, C. krusa, C.
guilliermondii) 1TS1, 5.8S rDNA ve ITS2 bolgelerini hedefleyen PZT ile amplifikasyonu
sonucu sirasiyla 586 bg, 570 bg, 576 bg, 925 bg, 800 bg, 560 bg ve 657 b¢'lik drlinler elde
edilmistir.

8 PZT sonrasi saflastirlarak REA uygulanan 40 C. albicans susunun Mwol enzimi ile
kesimi sonucunda 36 tanesinde 261, 184, 141 b¢'lik t¢ adet bant elde edilirken, dort adet
susun farklt bolgelerden kesilerek 184, 141 ve de yaklasik 165 ve 95 bc¢'lik bantlar
olusturdugu gozlenmistir. Farkli bir kesim paterni olusturan bu dort sustan U¢ tanesinde
adenin guanin degisimi sonucunda olusan nokta mutasyonu, diger susta ise
insersiyon/delesyon tipi mutasyon saptanmustir.

§ Mwol enzimi ile C. parapsilosis suslarinin kesimi sonucunda 336, 146, 88 b¢'lik, C.
tropicalis suslarinin kesimi ile ise 325, 154, 97 b¢'lik G¢ adet bant olusmustur. Bu kesim
sonucu olusan bant buyUkltklerinin iki tdrdn birbirinden ayirt edilmesini saglamamast
nedeniyle kullanilan Bdl enzimi ile kesim sonucunda sirasityla 413, 94, 63 b¢'lik ve 326, 187
ve 63 be'lik U adet bant elde edilmistir.

§ C. glabrata suslarinin Mwol enzimi ile kesimi sonucunda 414, 174, 171, 86, 80 bc¢'lik
bantlar olustururken, C. kefyr suslar1 igin 370, 430 bg'lik iki adet bant, C. krusel suslari icin
ise 289, 134, 83, 54 b¢'lik dort adet banttan olusan paternler izlenmistir.

§ Klasik identifikasyon yontemlerini kullanarak C. guilliermondii olarak tanimlanan
suslarin Mwol enzimi ile kesimi sonucunda bes susun 355, 302 b¢'lik; kalan iki susun ise
yaklasik olarak 390 ve 300 bg'lik iki adet bant olusturdugu, Bdl enzimi ile REA uygulanmasi
sonucunda da sbz konusu iki susta farkli bir kesim paterni ortaya ciktigi saptanmustir. Diger

C. guilliermondii suslarina gére REA sonucunda farklilik gosteren suslarin nikleotid ve
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aminoasit dizilimlerinin Gen bankasindaki C. membranaefaciens turleri ile buylk benzerlik
(% 91,2) gosterdigi, bu ttrin de C. guilliermondii’ nin bir varyetesi oldugu belirlenmistir.

§ Arastirmamizda tek basina Mwol enziminin kullanilmas: ile C. glabrata, C. kefyr, C.
krusei ve C. guilliermondii identifiye edililirken; ek olarak Bdl enziminin de kullanildig:
REA’ nmin gerceklestiriimesi ile C. parapsilosis ve C. tropicalis turlerini de igeren alti Candida
turt tammlanmustir. C. albicans sadece Mwol enziminin kullamilmast ile diger turlerden farkl:
bant paternleri olusturarak ayrim saglayici sonuglar ortaya ¢gikarmis ancak, nokta mutasyonu
ve insersiyon/delesyon tipi mutasyon belirlenen suslar icin digerlerinden farkli bant paternleri
gozlenmistir. C. albicans suslarinda sadece Mwol enziminin kullamilmasi sonucu duyarlilik,
0zgullik, pozitif ve negatif prediktif degerler sirastyla %90, %100, %100, %96,4 olarak elde
edilmistir.

§ Mwol enzimi ile C. parapsilosis ve C. tropicalis turleri igin duyarlilik, 6zgullik, pozitif ve
negatif prediktif degerler sirasiyla %100, %78,2- 81,5, %49,1- 50,9, %100 olarak; BdlI
enziminin kullamlmasiyla ise tum degerler %100 olarak bulunmustur. C. glabrata, C. kefyr,
C. krusal ve C. guilliermondii turlerinin Mwol enziminin kullamildigi REA ile identifikasyonu
icin duyarliliklart %100 iken, 6zgullUkleri %98,6- 100, pozitif prediktif degerleri %71,4- 100
ve negatif prediktif degerleri %100 olarak saptanmustir.

§ Yontem sire agisindan degerlendirildiginde 33-34 saatte sonug vermekte olup,
laboratuvarlarda en sik soyutlanan Candida turlerinin hizli ve gavenilir identifikasyonunda

gerekli durumlarda kullaniimak tizere uygundur.

§ Sonug olarak; klasik yontemler ile tammlamada sorun yasanan Candida tdrlerinin
identifikasyonunda veya hizl1 ve givenilir tanimlama gerektiren durumlarda REA yonteminin
kullanabilecegi ancak bu yontemde de segilen restriksiyon enzimi igin kesim bolgesi olusturan
mutasyonlara bagli olarak bazi farkliliklarin izlenebileceginin gbz 6ntnde bulundurulmas:
gerektigi dustinulmuistir.
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