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GIRIS

Son yillarda Ozellikle kanser hastalarina yogun kemoterapi protokollerinin
uygulanmasi, organ transplantasyonunun yayginlasmasi, yogun bakim hastalarina
uygulanan invaziv girisimler ve ¢oklu antibiyoterapi gibi etkenler mantar infeksiyonu
gelisimi acisindan risk altinda olan hasta sayisinda artisa neden olmustur. Tedavi
protokollerindeki gelismelere bagli olarak bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarin
yasam siirelerinin giderek uzamas: mantar infeksiyonlart sikliginda artis meydana
getirmistir. Bunun yani sira daha duyarli tani yontemlerinin kullanima girmesi
sonucunda, bu hastalardan izole edilen mantar tiirlerinin ¢esitliliginde de belirgin bir
artis olmustur. Tiim bunlara ragmen, Candida tiirleri, 6zellikle de C.albicans ilk siradaki

yerini korumaya devam etmektedir.

Etkenin molekiiler yontemlerle tanimlanmasi, kisa siirede giivenilir sonug vermesi
acisindan biiyiik 6nem tasir. Molekiiler tiplendirme yontemleri etkenin epidemiyolojik
ozelliklerinin belirlenmesi ve uygun tedavi ve korunma protokollerinin gelistirilmesi
acisindan oOnemlidir. Bir molekiiler tiplendirme ydnteminin rutin laboratuvar
calismalarina uygulanabilmesi igin kolay, giivenilir, ucuz ve ayrim giicliniin yiiksek
olmasi gerekir. Bu ¢alismada kullanilan 25S intron analizi, bu 6zellikleri tasiyan ve
kullanim1 gittikge yaygmlasan bir yontemdir. Bu yontemle C.albicans suslar
genotiplendirilebildigi gibi C.dubliniensis ayrimi da dizi analizine gerek kalmadan

yapilabilmektedir.

Bu ¢alismada, Pamukkale Universitesi Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde farkl
kliniklerde tedavi goren hastalardan gonderilen c¢esitli klinik 6rneklerden izole edilmis
olan C.albicans suslarinmm 25S intron analizi ile genotiplendirilmesi ve saptanan
genotiplerle invazivlik arasinda bir iliski olup olmadigmin belirlenmesi amaglanmistir.
Elde edilen sonuglar, etkenin 6zelliklerinin belirlenmesi yani sira, uygun infeksiyon
kontrol stratejilerinin gelistirilmesi ve uygun tedavinin zamaninda baglatilmasi agisindan

yol gosterici olacaktir.



GENEL BIiLGILER

CANDIDA TURLERI VE GENEL OZELLIKLERI
1987°de Berlin’de 14.Ulusal Botanik Kongresinde, Dixon ve Fromling tarafindan

yapilan fungus siiflandirmasi esas alinarak, tibbi 6nemi olan funguslarin bu
siniflamadaki yeri belirlenmis ve Candida lar, Deuteromycetes (Fungi imperfecti) sinifi

icindeki ii¢ takimdan birisi olan Cryptococcales takimi i¢ine konulmustur (1)

Mantarlar 6karyotik, klorofilsiz, absorbsiyonla beslenen, genellikle yuvarlak veya
oval sekilde, tomurcuklanarak tireyen canlilardir. Tek hiicreli veya ¢ok hiicreli olabilirler.
Kitin ve seliiloz igeren sert hiicre duvarina sahiptirler. Morfolojik yapilarina gére maya

veya kiif goriintimiindedirler (1).

Candida’lar ince duvarli, oval, kapsiilsiiz, hareketsiz, gram-pozitif, 1-3 x 4-6 um
boyutlarinda, lateral tomurcuklanma (blastospor) ile aseksiiel olarak iireyen fakiiltatif
anaerob mayalardir. Maya formu disinda, kiiltiir ve dokularda yalanc1 hif veya gercek hif
olusturabilirler. Yalanci hifler tomurcuklanma sirasinda meydana gelen uzantinin ana
hiicreden ayrilmamasi sonucu geligir. Yeni hiicre ana hiicreye bagli kalarak uzar ve
flament6z bir yap1 olusturur. Gergek hifler ise maya hiicresinden veya hifin bir dalindan
olusabilir; bogumlanma gdstermez, apikal uzanti tarzinda, bolmeli ve diizgiin kenarlidir
(1,2). Tiirlerin ¢ogu yalanct hif olusturur. C.albicans ve ¢ok seyrek izole edilen

C.dubliniensis ve C.norvegensis tiirleri gergek hif olugturma 6zelligine sahiptir (2,3).

Candidalarim ¢evresel saprofit olarak bulunan 150°den fazla tiirli mevcuttur.
Bunlarin %65’inden fazlasi 37 °C’de lireyememektedir. Bu nedenle candida ’larin ¢ok az
bir kismi insanlarda kommensal olarak bulunup infeksiyona neden olmaktadir.
C.albicans en sik soyutlanan tiir olmakla birlikte C.tropicalis, C.glabrata, C.parapsilosis,
C.krusei, C.guilliermondii, C.lusitaniae, C.kefyr, C.dubliniensis siklikla saptanan

tirlerdir. Nadiren soyutlananlar ise C.famata, C.utilis, C.inconspicua, C.lipolytica,



C.rugosa, C.viswanathi, C.haemulonii, C.norvegensis, C.catenulata, C.intermedia,

C.lambica ve C.zeylanoides’tir (2).

Candida tiirleri Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) ve kanli agarda, oda 1sisinda (22-
26°C’de) ve 37°C’de kolayca tireyebilirler. Kiiltiir i¢in alinan 6rnekler hem 26°C’de hem
de 37°C’de ayri ayr inkiibe edildiginde 37°C’de iirememe saprofitligi ortaya koyan bir
ozelliktir. Patojen Candidalarm ¢ogu hem 26°C hem de 37°C’de iirerler. Uretildikleri
ortamda neme ihtiya¢ duyarlar (%30-40). Ureyebilmeleri i¢in en iyi pH 4.5-5 arasinda
olmakla birlikte pH 3-7.5 araliginda da iireyebilirler. Oda 1sisinda ve SDA besiyerinde
24-48 saatte krem renkli, opak, diizgiin yiizeyli, 1-2 mm c¢apta, tipik maya kokusu olan,
S tipi koloniler olustururlar. Candida kolonileri, S formundan R formuna kendiliginden
doniisebilir. R tipi kolonilerin olusumu daha ¢ok migellerin miktarinin artmasi ile
ilgilidir. C.albicans bazen ilk izolasyonda SDA’da burusuk koloniler olusturabilir.
Bunlar alt kiiltiirlerde S tipi kolonilere dontisebilmektedir. C.albicans kanli agarda

kenarlarinda yildizs1 uzantilari olan koloniler olusturur (1,4).

Mantar kiiltiirlerinde bakterilerin ve hizli lireyen kiiflerin iiremesini baskilayarak
secicilik saglamak {tizere ilk izolasyon besiyerlerinin bilesimine sikloheksimid,
gentamisin, kloramfenikol gibi antibiyotikler eklenebilir. Sikloheksimid bazi mantar
tiirlerinin liremesini baskiladigi igin sikloheksimid igermeyen besiyerlerine de ekim

yapilmasi gerekmektedir (5).

Okaryotik yapida olan Candida tiirleri; hiicre duvari, sitoplazmik membran,
sitoplazma, mitokondri, 80S yapisinda ribozom, endoplazmik retikulum, golgi cisimcigi
ve membran ile ¢evrili niikleustan olusur. Bu yapinin 6nemli bir bileseni olan ¢ok katlh
hiicre duvari, degisen ozmotik basinca kars1 hiicrenin seklini korumasini saglayan konak
hiicreleriyle iliskide bulunan dinamik bir yap1 olup; hiicre kuru agirliginin %30’unu
olusturmaktadir. Candidalarm hiicre duvart mannoproteinler (%20-23), glukan (%48-
60), kitin (%0.6-2.7), protein (%3-6) ve lipitten (%48-60) olusur. En dista konak hiicreye
adezyonu saglayan protein tabakasi bulunur. Bu tabaka N-asetil glukozaminidaz ve asit

fosfataz gibi enzimler igerir. Mannoproteinlerdeki farkliliklar candida tiitlerinin



ayrilmasinda kullanilir. Ancak, aralarinda capraz reaksiyon goriilebilmektedir. Hiicre
membrani, hiicrenin ¢evreyle kimyasal madde degisimini saglar. Candida’larin hiicre
duvarinda bulunan lipitler sterol esterleri (zimosterol), serbest sterol (ergosterol),
trigliseritler ve fosfolipitlerden olusmaktadir (6,7). Hiicre yapisindaki mitokondrileri
diger Okaryot hiicrelere benzemekle birlikte hiicre basina diisen mitokondri miktar
respiratuvar aktiviteye bagl olarak degismektedir. Candida tiirlerinin sitoplazmasinda,

icerisinde hidrolitik enzimlerin, iyonlarin ve metabolitlerin bulundugu vakuoller yer alir

7).

CANDIDA  INFEKSIiYONLARININ PATOGENEZI VE
VIRULANS FAKTORLERI

Candida tiirleri, insanda cilt ve mukoza ylizeylerinde normal flora elemani olarak
bulunur. Insanlarda, agiz ve gastrointestinal sistem florasinm %30-50’sini, saglikli
kadmlarin genital sistem florasinin %20’sini Candida tiirleri olusturur. Agizdan izole
edilen Candida tiirlerinin %60-80°1, genital sistemden izole edilenlerin ise %80-90’1
C.albicans’tir. Infeksiyon etkeni olarak izole edilen Candida tiirleri igerisinde hala en
sik izole edilen etken C.albicans’tir (8). Insanda hastalik olusturan C.albicans tiirlerinin
cogu, konagn kendi flora elemanlaridir. Ancak etken, ekzojen kaynaklardan da viicuda
almabilir (9). Bu firsatg1 patojenler, ¢ogunlukla diiskiin veya bagisiklik sistemi
baskilanmis bireylerde akut veya kronik, derin yerlesimli infeksiyonlar olusturabilirse de

siklikla mukozal, kutanoz veya cilt infeksiyonlar yapar (10).

Candida infeksiyonlarinin olusumunda konaga ve patojene ait faktorler arasindaki
denge onemlidir. Konaga ait faktorleri, konagin direng durumu ve predispozan faktorler

olarak siniflayabiliriz (Tablo-1).



Tablo - 1: Candida infeksiyonlarinin gelisiminde konaga ait faktorler (7,11,12,13).

KONAGIN DIRENC DURUMU PREDISPOZAN FAKTORLER
Deri ve mukoza biitiinligii Immunsupresif tedavi
Epidermal proliferasyon Genis spektrumlu antibiyotik
Fagositoz ve fagositik 6ldiirme kullanimi
mekanizmalari Diisiik dogum agirlig1
Lizozim Intravendz kateter
Laktoferrin Mekanik ventilasyon
Dogal 6ldiiriicii (NK) hiicreleri Parenteral beslenme
Kompleman sistemi AIDS
T hiicre bagimli immunite Diyabet
Sitokinler Agir cerrahi girisimler
Hiimoral immunite Maligniteler

Idrar sondas1
Intravendz uyusturucu kullanimi
Diger endokrinolojik ve hematolojik

hastaliklar

Genellikle kandidoz Oncesinde florada bulunan mantarlar sayica artig gosterip
kolonize olur ve sonrasinda infeksiyon meydana gelir. Yiizeyel kandidozlarda, candida
deri ve mukoza biitiinliigiiniin bozuldugu bolgeden yalanci hifleri ile doku igerisine girer
ve tomurcuklanma ile olusan blastokonidyumlar1 araciligiyla dokuya yayilir. Derideki
keratinize doku, epidermal langerhans hiicreleri, dermal dendritik hiicreler, keratinositler
ve mikrovaskiiler endotel hiicreleri infeksiyondan korunmada gorev alan yapilardir (14).
Derin ve sistemik kandidozlarda ¢ogu kez Once gastrointestinal sistemde kolonizasyon
olur ve buradan mukozay1 gecerek kana karigsan mantar, fagositik etkinligi yetersiz olan

hastalarda hemen hemen her organ ve sisteme yerlesebilir (15).



Dermisi invaze ederek sistemik dolagima katilan Candida’lar; polimorfoniikleer
16kositler, monosit ve eozinofiller ile karsilasirlar. Bu hiicreler blastokonidya ve yalanci
hif formlarini1 fagosite etme yetenegine sahiptir. Ayrica doku makrofajlarinin ve yerlesik
retikuloendotelyal hiicrelerin Candida’lart 6ldiirme kapasiteleri bulunmaktadir. Ek
olarak trombositlerin de antikandidal aktivitesi bulunmaktadir (4). Fagositik hiicreler
Candida’lart mannoz reseptorii, kompleman reseptorii (CR) ve Fc reseptori ile
tanimaktadir. Myeloperoksidaz, hidrojen peroksit ve siliperoksit anyon sistemi
fagositlerin Candida’lart oldiirmede kullandiklart baslica mekanizmalardir. Ayrica
fagositler kimotripsin benzeri katyonik proteinler {iretip membran gegirgenligini
arttirarak etki gosterirler. Opsonizasyon, 1siya duyarli ve direngli serum opsoninleri, IgG
ve kompleman sistemiyle olmaktadir. Candida hiicreleri, 6zellikle de yalanci hif
formlart insan kompleman reseptdrleri CR2 ve CR3 ile benzer yiizey molekiilleri

icermektedir (4,12).

Fagositer hiicreler tarafindan salgilanan TNF-a, IL-1 ve IL-6 inflamatuar yaniti
baslatarak mikrobisidal etkiyi arttirir. T lenfositler ise bu siirece ¢esitli sitokinler
salgilayarak etki ederler: Thl; IFN-y ve TNF-a salgilayarak hiicresel bagisiklik yanitini
aktive ederken, Th2; IL-4 ve IL-10 salgilayarak antifungal yaniti inhibe eder. Bu
nedenle Candida infeksiyonlarinda Thl ve Th2 arasindaki denge 6nemlidir (12).

Candida’lara karst hiimoral ve hiicresel bagisiklik yaniti gelismekle birlikte
hiicresel bagisikligin rolii daha biiyiiktiir. Genel olarak yiizeyel deri infeksiyonlarinda
hiicresel bagisikligin, sistemik infeksiyonlarda ise dogal direncin yaninda hiimoral

bagisikligin 6ne ¢iktig1 soylenebilir (4).

C.albicans’n, genustaki diger tiyelerle karsilastirildiginda infeksiyon etkeni olarak
daha sik izole edilmesini, tek basmna konaga ait faktorlerle aciklamak zordur. Bu
durumda C.albicans’a ait virulans faktorleri 6n plana ¢ikmaktadir. Candida tiirlerine ait

onemli virulans faktorleri sunlardir:



Dimorfizm

Belli gevresel sartlarda C.albicans maya formundan hif formuna gecebilir.
Mukozal ve derin infeksiyonlar sirasinda maya hiicreleri transforme olarak filamanlari
olusturur. Doku invazyonu i¢in hif olusumunun esansiyel oldugu gosterilmistir. Hif
olusumu bir yandan dokuya penetre olmay1 kolaylastirirken, diger yandan organizmayi

fagositozdan korur (16,17).

Aderans (Tutunma)

Mayalarin epitel dokuya yapigsma 6zelligi invazyonda onemli bir faktordiir ve
kolonizasyon ve infeksiyonda ilk basamaktir. Candida kokenleri farkli kosullarda maya,
germ tiip, gergek ve yalanci hif olusturabilmektedir. Germ tiip ve hif formlarinin
aderansta maya formuna istlindiir ve yine hifal formlar dokuya invazyonda énemli rol
oynamaktadir (18,19). Yapilan calismalarda adeziv yetenek ile patojenite arasinda
anlamli bir iligki oldugu gosterilmistir. Candida tiirlerinin invitro sartlarda epitel,
endotel, fibrin, fibrinojen, trombosit matriksleri ile akrilik ve teflon gibi inert

malzemelere adere olduklar1 goriilmiistiir (4,20,21).

Epitel ve endotel yiizeyine aderans ile iligkili iic mekanizma 6ne siiriilmektedir.

1- Lektin benzeri etkilesim: Candida yiizeyindeki proteinler epitel ve endotel
hiicrelerindeki karbonhidrat yapilarini tanir.

2- Protein-protein iliskisi: Candida’larin yapisinda bulunan mannoproteinler
konak hiicredeki protein ve peptid yapilarini tanimaktadir.

3- Tam olarak tanimlanamayan etkilesim: Candida bir ligand araciligiyla konak

hiicreye baglanmaktadir (22).

Mantarin aderansini saglayan yiizey karbonhidrat yapilari mannan, B-glukan ve
kitine karsilik, konakta bunlarin baglanabilecegi fukos, N-asetilglukozamin ve sialik asit
gibi baglayic1 yapilar vardir. Ayrica mantarlar konakta bulunan serum proteinleri
(serum albumin, fibrinojen, komplemanin C3 kismi) ve hiicre dis1 matriks proteinlerini

(laminin, fibronektin, kollajen, entaktin ve vitronektin) de tanir (23).



Fenotipik Doniisiim (Switching) ve Antijenik Cesitlilik

Birbiri ile iligkisiz birgcok genin koordine bir sekilde regiilasyonu sayesinde
C.albicans farkli fenotipik sekiller arasinda yiiksek bir hizda (102 107) déniisiim
gosterebilir. Boylece koloni morfolojisi, hiicre sekli, hiicre duvar morfolojisi, aspartik
proteinaz salgilanmasi, aderans 6zellikleri, antijen ekspresyonu, doku afinitesi, hayvan
modellerinde virulans ve antifungal ilaclara duyarlilik gibi bircok fenotipik karakter
etkilenir. Bu doniisiim, koloni morfolojisindeki degisimlerle (beyaz-opak doniisiimii)
takip edilmektedir. Bu sayede C.albicans, farkli anatomik lokalizasyonlarda degisen

cevresel kosullara hizla adaptasyon gosterir (16,17).

In vivo ve in vitro ¢alismalarda hif seklinde iiremenin hiicre yiizeyinde eksprese
edilen antijenlerde belirgin degisiklige yol agtig1 bildirilmistir. Aktif infeksiyon sirasinda
C.albicans’da hiicre ylizeyinde antijenik degisikligin oldugu saptanmistir (24).

Hiicre Duvari, Yiizey Degisimi ve Hidrofobisite: Maya hiicre duvarinin
virulanstaki en Onemli rolii adezyon basamagmda olmaktadir. Yapilan molekiiler
calismalar maya ylizeyinde bulunan ve konak hiicreye baglanmada rol alan ligandin
hiicre duvart molekiillerinden mannoprotein oldugunu gdstermistir. Mannan
immunojenik ve immunomodulatdr etkilidir; hiicresel immuniteyi inhibe ettigi, sitokin

aktivitesi ve lenfosit iligkilerini bozdugu belirtilmektedir (6).

Germ tip olusumu asamasinda hiicre yiizey hidrofobisitesi etkilenir.
Hidrofobisitenin C.albicans’in plastik yiizeylere ve epitel hiicrelerine baglanma

yetenegini arttirdig1 belirtilmektedir (24,25).

Enzimler ve Dokuya invazyon
Candida tirlerinde proteinaz ve fosfolipaz basta olmak tiizere, hyaliironidaz,
kondroitin fosfataz, kitinaz, esteraz, glukoamilaz, lipaz ve cesitli glukolitik enzimler

dokuya invazyonda rol alan 6nemli viriilans faktorleridir (13).



Toksinler

C.albicans’in maya formunda endotoksin benzeri maddeler ve hemolizin iirettigi
gosterilmistir.  Yiiksek molekiil agirlikli  toksinler glikoprotein toksinler ve
kanditoksindir. Glikoprotein toksinler, toksik bilesen olarak glikoz, mannoz gibi
karbonhidratlar i¢erirken; virulan bir C.albicans kdkeninden izole edilen ve kanditoksin
hiicreyi oldiiriicii ve infeksiyonu arttiric1 6zellige sahiptir. Diisiik molekiil agirlikh

toksinler kanditoksin iireten bir C.albicans kdkeninde saptanmustir (25).

Slime Uretimi

Candida tiirlerinin katetere yapisarak kolonizasyon sonucunda nozokomiyal
infeksiyonlara ve fungemilere neden oldugu bilinmektedir. Candida’larin kateterlere
aderans ve kolonizasyonunda mukopolisakkarit yapidaki s/ime tiretiminin 6nemli oldugu
gosterilmistir. Kateterde ortaya ¢ikan biyofilmde mantarin slime faktoriiniin yani sira

konagin da fibrin ve fibronektininin gerekli oldugu bilinmelidir (13,27,28).

Slime tuiretimi 6zellikle C.parapsilosis igin 6nemli bir virulans faktorii olup, kateter
kaynakli infeksiyonlarda 6n plana ¢ikmaktadir. Bununla birlikte C.albicans, C.glabrata
ve C.kefyr’in de slime iirettigi saptanmistir (29).

Sideroforlar1 Kullanabilme Yetenegi

Sideroforlar, depolandigi dokudan veya transferrinden demiri alan diisiik molekiil
agirlikli  bilesiklerdir. Candida’lar tliremek icin ihtiyag duyduklart demiri diger
Candida’lara ait sideroforlardan veya Enterobacteriaceae ailesinin sideroforlarindan

saglayabilmektedirler (30).



CANDIDA TURLERININ KLINIK ONEMi VE YAPTIGI
INFEKSiYONLAR

Candida’lar firsat¢1 patojenler olarak ¢evresel ve bireysel kosullarin konak
aleyhine gelistigi durumlarda hafif yiizeyel infeksiyonlardan agir sistemik infeksiyonlara
kadar cesitli klinik tablolara yol agabilirler. Florali bolgelerde fizyolojik kosullarin
degismesi (asir1 terleme, vajende pH degisikligi vb.), hormonal denge degisimleri,
kortikosteroid gibi immun sistemi baskilayici ilaglarin kullanimi, kanser veya AIDS gibi
immun yetmezlige yol acan hastaliklar candida infeksiyonlarmin gelisimini kolaylastirir
(4, 31,32). Yiizeyel infeksiyonlar daha ¢ok toplum kokenli infeksiyonlar oldugu halde,
derin yerlesimli sistemik infeksiyonlar en sik yogun bakim {initelerinde olmakla birlikte

hastanede yatan hastalarda daha sik goriilmektedir (33).

CANDIDA INFEKSIYONLARININ LABORATUVAR TANISI

Candida tiirleri normal floranin bir iiyesi olarak da bulunabildiklerinden
laboratuvarlarda karsilasilan en biiyilk sorunlardan birisi klinik 6meklerde {iretilen
Candida’nm klinik 6nemi olup olmadigmin belirlenip rapor edilip edilmeyecegine karar
verilmesidir. Bu asamada verilerin dogru yorumlanabilmesi i¢in iyi bir klinik

laboratuvar isbirligine gereksinim vardir (34).

Candida tirlerinin tanisinda ilk basamak klinik O6rneklerden hazirlanan direkt
preparatlarin incelenmesidir. Direkt incelemede boyasiz hazirlanan nativ preparat
yaninda potasyum hidroksit (KOH), Gram, metilen mavisi, Wright, Giemsa, kalkoflor
beyazi, periyodik asit-schiff (PAS) ve methenamin giimiis boyasi ile hazirlanan
preparatlar incelenebilir. Candida tiirleri dokuda en iyi PAS ve methenamin giimiis

boyasi ile gosterilebilmektedir (31,35).

Hazirlanan direkt preparatlarda tomurcuklanan maya hiicreleri, yalanci ve gercek

hiflerin gdriilmesi infeksiyon belirteci olarak degerlendirilir (2,15).



Candida tiirlerinin geleneksel tanimlamas1 morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

temel alinarak yapilir. Bu temel morfolojik ve biyokimyasal 6zellikler:
1. Kolonilerin ilk iiretilme besiyerindeki goriiniimii ve rengi

Hiicrelerin biiyiikligi ve sekli
Hif ve/veya yalanc1 hif olusumu
Germ tiip olusturma yetenegi
Klamidospor olusturma yetenegi
Karbonhidrat kullanim1

Nitrat kullanimi

® Ny kA wD

Seker fermentasyonudur (34).

Klinik Orneklerden primer izolasyon i¢in en sik kullanilan besiyeri SDA’dir.
Primer izolasyon besiyerlerinin bilesimine bakteri ve hizli iireyen kiifleri baskilayarak
secicilik saglamak i¢in ¢esitli antimikrobikler (Sikloheksimid, gentamisin, kloramfenikol
vb.) eklenebilir. Uygun besiyerine ekim sonrasi 26°C’de ve 37°C’de inkiibe edilirler.
Patojen Candida larin ¢ogu 26°C ve 37°C’de birkag giinde iirerken 37°C’de lireyememe
saprofitligi ortaya koyan bir 6zelliktir. Genellikle 24 saatte olusan koloniler 48 saatte
daha da belirginlesir; SDA’da beyaz-krem renkli, diizglin ylizeyli, 1-2 mm ¢apinda,
karakteristik maya kokusu olan koloniler gozlenir. C.albicans koyun kanl agarda yildiz

seklinde sacakli kenarlart olan koloniler olusturur (1).

Kiltiirde iireyen maya kolonilerini tanimlamada ilk yontem germ tiip testidir. Hizli
sonug veren, uygulamasi kolay ve ucuz olan bu test C.albicans’m diger candida Tardan
ayrimini saglayan basit ve ¢ok degerli bir testtir. Germ tiip yapimi i¢in insan, koyun
veya dana serumunda 35-37°C’de ii¢ saatlik inkiibasyon gereklidir. Germ tiip,
blastospordan orijin alan, baglangi¢ noktasinda daralma olmayan ve uzunlugu boyunca
hic kabariklik yapmayan paralel uzantilar olarak gozlenir. C.tropicalis de hif
baslangiglar1 yapabilir fakat blastokonidyalari daha genistir ve ana hiicreden ¢ikis
noktasinda darlik bulunmaktadir. Germ tiip testi, antifungal tedavi alan ve immun
yetmezlikli hastalarda %5 oraninda yanlis negatif sonu¢ vermektedir. C.albicans disinda

C.stellatoidea ve C.dubliniensis de germ tiip pozitiftir (1,31,36).



Misirunu-tween 80 agar gibi besince fakir ortamlarda maya hiicreleri iyi yedek
besin depolayan klamidosporlar olusturur. Bunlar olusurken hif veya yalanci hifin bir
yerinde sitoplazma yogunlasir, siser ve duvari kalinlasir. Hiflerin i¢inde, kenarinda veya
ucunda gelisebilen, biiyiik, yuvarlak ve kalin duvarl bu yapilar, aclhiga ve diger degisik
sartlara kars1 candida’larin canliligini korumasini saglarlar (37). Misirunu-tween 80
agarda mayalarin olusturdugu blastokonidya, gercek ve yalanci hif, klamidosporlarin
yapl ve organizasyonlarina gore tiir diizeyinde taniya gidilmektedir (1). C.albicans
izolatlarinin biiytik ¢ogunlugu (>%90) misirunu-tween 80 agara ekilip 25°C’de 72 saat
inklibe edildikleri zaman yalanci ve gercek hif ile kiimeler halinde yuvarlak
blastokonidya olusturur, hiflerin ucunda da tiire O6zgii karakteristik kalin duvarl
“terminal klamidospor” bulunur. C.tropicalis, uzun yalanci hifleri boyunca tek tek veya
kiigiik kiimeler yapmis blastokonidyalar olusturur. C.glabrata da ise kiiciik oval
blastokonidyalar bulunur ancak yalanci hif olusumu goriilmez. C.krusei, ¢apraz kibrit
copleri seklinde, aga¢ benzeri gdriinim veren uzun blastokonidyalar ile yalanci hif
olusturur. C.parapsilosis’de kisa yalanci hiflerin ¢evresinde tek tek veya kiigiik kiimeler
yapan blastokonidyalar goriiliir. Tiire 6zgl 6zelligi, “dev hiicre” denilen iri hiflerin

bulunmasidir (15,31,36,37).

Candida tirlerini, kromojenik substratlar kullanarak olusan farkli renk ve
morfolojiler ile hizli ve basit sekilde tanimlamayi saglayan CHROMagar Candida,
BIGGY agar, Candida 1D ve albicans ID agar gibi besiyerleri bulunmaktadir (38,39).

Candida’larin  tanimlanmasmda kullanilabilecek diger testler karbonhidrat
asimilasyon ve fermantasyon testleridir. Asimilasyon, mayalarin oksijen varliginda
karbon kaynag olarak spesifik bir karbonhidrati kullanma yeteneklerini ortaya ¢ikarir.
Fermantasyon ise karbonhidratlarin CO, ve etanol iiretimiyle sonuglanan anaerobik
kullanimidir (31,37). Maya tanimlamasi i¢in Wickerham ve Burton’un gelistirdigi klasik
asimilasyon ve fermantasyon testleri uzun zaman almaktadir. Daha hizli sonu¢ veren
“Microscan Yeast Identification Panel”, “Uni-Yeast Tek”, “ Micro Drop”, “Vitek”, “API
20 C AUX” gibi hazir ticari sistemler bulunmaktadir. Bunlardan en yaygin kullanilan



karbonhidrat asimilasyon yontemiyle 48-72 saatte sonu¢ veren ve geleneksel

yontemlerle %95 benzerlik gosteren “AP120 C AUX” sistemidir (1,31,37).

Son yillarda hasta serumu ve viicut sivilarinda Candida’ya 6zgil antikor ve
antijenler, metabolitleri ve hiicre duvari bilesenlerini saptamaya yonelik testler
gelistirilmistir. Bu testler 6zel hasta gruplarinda kandideminin dogrulanmasinda
yardimcidir (31,34). Kandidoz olgularinda antijen 6l¢limii antikor dl¢limiine gére daha
yararlidir (40). Serolojik agidan antikor tarama testleri kolonizasyon-infeksiyon ayrimini
yapamamasi, gozlenen c¢apraz reaksiyonlar ve Ozellikle immun yetmezlikli hasta
grubunda yeterli antikor yaniti olugsmamasi gibi nedenlerle basarisizdir. Antijen testleri
ile manan, galaktomannan, asit proteaz, enolaz, C.albicans’in 1siya duyarli antijenleri
gibi sitoplazmik antijenler aranmaktadir. Yeterli duyarlilikta olmayan bu testlerin diger

tan1 yontemleriyle birlikte kullanilmas1 6nerilmektedir (15,35,39,40,41).

Cok kisa siirede hayati tehdit eden klinik tablolara neden olabilen fungal
infeksiyonlarda patojenin en kisa siirede tanimlanip uygun tedaviye baglanmasi
onemlidir. Daha ¢ok biyokimyasal ve morfolojik fenotipin saptanmasina dayanan tanisal
yaklasimlarin en 6nemli dezavantaji deneyimli personel ve zaman gerektirmeleridir.
Erken spesifik tan1 ve tedavi gereksinimlerine bagh olarak 6n plana ¢ikan molekiiler tani
yontemleri etyolojik tanida hiz, duyarlilik ve bazi durumlarda da 6zgiilliik artisina neden

olmaktadir (42,43).

Molekiiler tanit yontemleri; klinik Ornekte Candida varliginin ve tiiriiniin
saptanmasinda, epidemiyolojik tiplendirmede, virulans faktorlerinin belirlenmesinde,
antifungal diren¢ genlerinin arastirilmasinda, mutasyon incelemelerinde, siniflandirma
ve filogenetik analizlerde kullanilmaktadir. Bu amagla hibridizasyon yontemleri, niikleik
asit c¢ogaltma yontemleri ve restriksiyon enzim analizi gibi molekiiler testler

kullanilabilmektedir (44).

Yapilan ilk molekiiler tanimlama c¢alismalar1 olan ribozomal DNA tekrar

bolgesinin Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) analizi ile Candida



tiirlerinin farkli biiyiikliikte bantlar olusturdugu gosterilmistir. Isaretlenmis DNA
problarmm kullanildigt southern blot yontemi ile RFLP’nin duyarlilig1 arttirilmistir.
1990’larin basindan itibaren Polymerase Chain Reaction (PCR) teknigi ile ¢ok az
miktardaki DNA ¢ogaltilip agaroz jelde goriintiilenebilmektedir. Bu yontemle tiire 6zgiil
DNA iiriinlerinin ¢ogaltilmas1 ve birbirine ¢ok yakin tiirlerin ayrilabilmesi saglanmistir.
2000°li yillarin basmndan itibaren gelistirilen real time (es-zamanli) cihazlarin
kullanimiyla 10 pg/ml DNA gosterilebilmekte ve Ornekteki fungal yliik miktan
belirlenebilmektedir (45).

Candida tiirlerinin tanisinda kullanilan PCR testi i¢in hedef bolgeler; 6n ¢cogaltma
ve ileri tanimlama igin kullanilanlar olarak iki gruba ayrilabilir. On ¢ogaltmada tiim
mantarlar i¢in ortak, ¢ok tekrarli ve ileri derecede korunmus 18S, 5.8S ve 28S rDNA alt
iiniteleri veya mitokondri DNA’s1t (mDNA) kullanilir. Ileri tanimlamada Internal
Transcribed Spacer (ITS1, ITS2), sitokrom p-450 lanosterol-alfa-demetilaz, aspartik
proteinaz, aktin, kitin sentetaz ve 1s1 sok proteini kodlayan gen bolgeleri hedef olarak
kullanilmaktadir. Tiir tanisinda duyarlilig1 arttirmak i¢in; nested PCR ve multipleks PCR
teknikleri kullanilmaktadir. PCR ile ¢ogaltilan iirlinler restriksiyon enzim analizi (RFLP),
PCR-hibridizasyon ve baz dizi analizi teknikleri kullanilarak tiir ayrimina gidilmektedir

(44.46).

CANDIDA TURLERI iCiN EPIDEMiYOLOJIK TIPLENDIRME
YONTEMLERI

Genotiplendirme yontemleri infeksiyon kaynaginin belirlenmesi, yayilimin
saptanmasi, hastane ortamindaki klonlarin belirlenmesi, relaps-reinfeksiyon ayriminin
yapilmasi, kommensalizm ve infeksiyon arasindaki iligskinin saptanmasi, antifungal

direng takibi ve direncli suslarin tanimlanmasi amaciyla kullanilmaktadir (47).



Molekiiler tiplendirme yontemleri baslica su amaglar i¢in kullanilmaktadir:

1-Salgmn arastirmalarinda salginlarin kaynagi ve yayilma yollar1 hakkindaki
hipotezlerin test edilmesi. Molekiiler tiplemenin en fazla gerekli oldugu alan hastane
infeksiyonlarinin irdelenmesidir.

2-Hastalarm epidemiyolojik olarak birbiriyle olan iliskisinin belirlenmesi

3-Reaktivasyon-reinfeksiyon ayrimi, bir kisiden arka arkaya izole edilen
mikroorganizma reinfeksiyonu, reaktivasyonu veya ayni veya benzer organizma ile
uyumlu bulasm varligini yansitabilir. Bu durum tedavinin etkinligi, infeksiyon
kontroliiniin yetersizligi hakkinda bilgi vermektedir.

4-Tedavi etkinliginin belirlenmesi

5-Hastane infeksiyonlari ve toplum kaynakli infeksiyonlarin ayirt edilmesi

6-Laboratuvar kontaminasyonlarinin saptanmasi

7-llag direncinden sorumlu gen(ler) hedef almarak yapilan tipleme ile direngli
suslarin tanimi ve yayginliklarinin belirlenmesi

8-Toplumdaki epidemik klonlarin dolasimi ve zaman igindeki prevalansini
izleyerek, epidemiyolojik siirveyans ve kontrol yontemlerinin degerlendirilmesi

9-Viriilanstan sorumlu genlerin belirlenmesi ve bunlari tasiyan suslarin toplum
icindeki yayginliklarinin ortaya konulmasi

10-Yiksek riskli hastalarin aktif siirveyansi (48,49).

Candida’lar i¢in kullanilan genotipik tiplendirme yoOntemlerini agagidaki gibi
siniflandirilabilir:

1. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) Restriksiyon enzim
analizi

2. PCR-RFLP

3. Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)

4. Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD) veya Arbitrarily Primed
PCR (AP-PCR)

5. Repetetive Sequence-based PCR (REP-PCR)

6. PCR-Single Strand Conformation Polymorphism (PCR-SSCP)

7. Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)



8. Multilocus Sequence Typing (MLST)
9. DNA Dizi Analizi (Sekanslama)
10. 258 intron Analizi

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

DNA’nin restriksiyon endoniikleaz enzimleri (REE) ile kesimi sonras1 agaroz jel
elektroforezine tabi tutulmasi ve etidyum bromiir ile boyanarak goriintiilenen bant
paternlerinin degerlendirilmesi temeline dayanir (48). RFLP, bakteriyel kromozom ve
ekstra-kromozomal DNA’nin veya viral genomun restriksiyon profillerini belirlemede
kullanilmaktadir. islem dort temel adimda gergeklesmektedir; DNA’nm izolasyonu,
ozgiin REE ile kesimi, kesilen DNA’nin elektroforezi ve jeldeki DNA parcalarinin
gorintiilenmesi. Bu yontemdeki en énemli basamak DNA’nin hiicre digina ¢ikarilmasi

ve saflastirilmasidir (50).

PCR-RFLP
Bu yontemde, PCR ile 6zgiin bir gen bolgesi amplifiye edildikten sonra REE ile

kesilerek goriintiilenir. Boylece kompleks olmayan bantlar elde edilerek iliskili ve

iligkisiz izolatlar saptanir (47).

Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)

AFLP, genomik DNA’nin restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu olusan DNA
parcalarin bir grubunun selektif amplikasyonu esasina dayanir. Ekstrakte edilip
saflagtinlan DNA iki REE (EcoRI ve Msel gibi) ile kesilir ve her bir REE ig¢in
hazirlanmis adaptorler ile ligasyona tabi tutulur. Daha sonra adaptdre uygun baz dizilimi

iceren Onciiller ile segilen fragmanlarin amplifikasyonu yapilir (51).

Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD) veya Arbitrarily

Primed PCR (AP-PCR)
Rastgele secilen, 9-10 baz c¢iftlik (b¢) kisa primerler kullanilarak farkli DNA
bolgelerinin ¢ogaltilmas1 temeline dayanir (48). Ayni tiir i¢indeki farkli suslarda



primerlerin baglanma yerlerinin sayis1 ve birbirine uzakliklar1 farkli olacagindan,
amplifiye edilen pargalarin jel elektroforezindeki sayr ve biyiikliikkleri de farklilik
gosterecektir. Jel elektroforezindeki her bir izolata ait bant profilleri karsilastirilir. Bant
profilleri benzer izolatlar, farkli primerlerle veya diger bir tiplendirme yontemiyle tekrar
calisilmalidir. Uygulamasi kolay olan ve kisa siirede sonug¢ veren bu yontemin en 6nemli
dezavantaji standardizasyonu saglanamadigindan tekrarlanabilirlik oranlarinin diisiik
olmasidir. Yontemin ayirtediciligi Repetetive Sequence-based PCR (REP-PCR)’dan
daha az, RFLP’den daha fazladir (48,50).

Repetetive Sequence-based PCR (REP-PCR)

Bu yontem temelde RAPD PCR ile benzerdir. Burada DNA i¢indeki degisken
sayida, tekrarlayan bolgelere yonelik iki primer kullanilarak, bu bolgeler arasinda kalan
alanlar ¢ogaltilir ve elde edilen paternler degerlendirilir (47). RAPD’dan daha az
amplifiye edilmis DNA fragmani olusur. Bununla birlikte ayrim giicii iyidir ve
tekrarlanabilirligi de RAPD ile karsilastirildiginda daha iyidir (50).

PCR-Single Strand Conformation Polymorphism (PCR-SSCP) (tek

sarmal yapisal polimorfizm)

Bu yontemle DNA’daki tek bir mutasyon bile gdsterilebilmekte ve kisa siirede ¢cok
sayida Ornek calisilabilmektedir. 16S rRNA'ya yonelik primerler kullanilarak SSCP’i
belirlemek miimkiindiir. Tirler arasi farkliliklar1 ortaya ¢ikartmada yaygin olarak
kullanilan bir yontem olmakla beraber, farkliliklarin belirlenmesinde DNA dizi analizi

yapilmas1 gerekliligi nedeniyle kullanim alan1 simirlidir (50,52).

Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)

Molekiiler tiplendirme yontemlerinin altin standardi olarak kabul edilen bu
yontemde, az sayida ve biiyiik pargalar olusturan REE ile kesim yapilir, kromozom
biyiikliiglinde bantlar olusturulur. Pargalar elektroforez uygulanacak jel icindeki
cukurlara yerlestirilir ve belirli araliklarla yonii degistirilen elektrik akimina tabi tutulur.

Daha sonra jel etidyum bromiirle boyanarak bant profilleri goriiniir hale getirilir.



Bilgisayar programlar1 yardimiyla degerlendirilen bant profillerine goére suslarin
birbirleriyle olan iliskileri ortaya konulur. Ayrim giicii ve tekrarlanabilirligi yiiksek
olmasina ragmen; zaman alici ve kompleks bir sistem olmasi, pahali ekipman
grektirmesi kullanimini sinirlandirir ve yontem genis 6rek gruplarinin ¢aligilmasina da

uygun degildir (53).

Multilocus Sequence Typing (MLST)

MLST; degisik bakteri ve funguslarin farkli housekeeping genlerinin DNA dizi
analizidir. Bu yontem klasik multilocus enzyme electrophoresis metoduna
dayanmaktadir. Bes ile yedi housekeeping genin dizi analizi sonuglari ile olusturulan
veri tabani karsilagtirmalar i¢in kullanilir. MLST oldukga pahali, zaman alic1 ve is yiikii

fazla bir uygulamadir (54).

DNA Dizi Analizi (Sekanslama)

Dizi analizi, molekiiler yontemler i¢cinde en klasik olan ve giivenilirligi nedeniyle
referans olarak kullanilan bir yontemdir. Ancak uygulama ve degerlendirmedeki
glicliikler, yiiksek maliyet ve zaman alicilik gibi dezavantajlari rutin laboratuvarlarda

kullanimin1 gii¢lestirir (47,50,53).

258 intron Analizi

Candida albicans suslarinin genotiplemesinde REE ile kesim sonrasi iiriinlerinin
elektroforez sonucu goriintiilenmesi ile DNA parmak izi elde edilmesi kullanilmistir.
C.albicans genomu EcoRlI ile kesilerek tiplendirilmistir. Biitiin suslarda ortak olarak ikisi
polimorfik, biri dimorfik olan {i¢ ayr1 bant gdzlenmistir. Bu bantlar sirasiyla 6-7 kb
(polimorfik), 3.7 kb veya 4.2 kb (dimorfik) ve 2.5-3 kb (polimorfik) biiyiikliiglindedir.
Koyu boyanan bu bantlart olusturan gen bolgelerinin genomda birden fazla kopya
halinde bulundugu diistiniilmiistiir. Yapilan c¢alismalar sonucunda, C.albicans’in bu
dimorfik bolgelerinin rDNA bolgeleri oldugu anlasilmistir. Tespit edilen dimorfik bandin
buytikligine gore C.albicans suslart A (3.7 kb) ve B (4.2 kb) olarak iki genotipe
ayrilmistir (55).



Genotip B’de tespit edilen 4.2 kb’lik banttan 25S rRNA’y1 kodlayan gen
bolgesindeki 379 bg’lik bir insersiyonun (grup-I intron) sorumlu oldugu anlagimigtir
(56). Sonraki caligmalarda 3.7 ve 4.2 kb’lik iki bandi da tasiyan genotip C ve her

ikisinide tagimayan genotip D tanimlanmistir (57).

Grup-1 intronlar, katalitik RNA’lar igerisinde yer alan ve olgun transkript olusumu
esnasinda oncli RNA molekiillerinden kendi ayrilmalarini1 saglayabilen bdlgelerdir.
C.albicans 25S tRNA geninde bulunan grup-1 intron bdlgesi, yaklasik 379 bg
uzunlugunda olup, kendi kendini ayirabilmek i¢in sart oldugu bilinen dizileri tagir ve in-
vitro olarak da kendi ayrilmasini katalize edebilir. Bilinen diziler igerisinde, C.albicans

grup-1 intron konsensus dizisi en farkli olanidir (58).

McCullough ve arkadaslari grup-I intron bdolgesini amplifiye eden primerler
kullanarak PCR yontemi ile C.albicans izolatlarin1 genotiplendirmislerdir. PCR
sonucunda genotip A izolatlar yaklasik 450 bg, genotip B ve C.stellatoidea yaklasik 840
bg iiriin vermislerdir. Genotip C izolatlar yaklasik 450 ve 840 bg’lik iki iiriin, genotip D
izolatlar ise 1080 bg iiriin vermislerdir. Genotip D suslarin aslinda C.dubliniensis oldugu
sonucuna vartlmistir (57). Tamura ve arkadaslar1 Japonya’daki izolatlar1 ayn1 yontemle
degerlendirdiklerinde yaklagik 1400 b¢’lik irlin veren yeni bir genotip (genotip E) tespit
etmisler ve grup-I intronunda 962 bg’lik insersiyon tagiyan bu yeni genotipinde

C.dubliniensis ile ayni taksonda degerlendirilmesi gerektigi sonucuna varmislardir (59).



GEREC VE YONTEM

CANDIDA ALBICANS SUSLARI

Calismaya 160 hastaya ait 194 C.albicans susu dahil edildi. Bu suslarin tamami
Ocak 2007-Ocak 2008 tarihleri arasinda Pamukkale Universitesi T1p Fakiiltesi Arastirma
ve Uygulama Merkezinde farkli servislerde yatarak tedavi goren hastalardan
Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen 6rneklerden soyutlandi. Hastalarin hepsinde,
mantar infeksiyonu geligimi riskini arttiran predispozan bir faktér (immun supresyon,
hematolojik malignite, solid timodr, seker hastaligi, yanik, immatiirite, cerrahi
operasyon) bulunmaktaydi. Birden fazla izolat1 ¢aligmaya dahil edilen 26 hastaya ait
farkl1 yatiglarda, farkli zaman dilimlerinde, farkli infeksiyon bolgelerinden izole edilen

60 sus ¢alismaya dahil edildi.

Suslarin tanimlanmasi
Kiltiirde tireyen kolonilerden C.albicans tanimlanmasi, suslarin germ tiip

olusturmalarina ve misirunu-tween 80 agarda klamidospor olusturmalarina gore yapildi.

Germ tiip olusturma deneyi: Test edilecek koloniden 6ze ile bir miktar alinarak
1 ml insan serumu olan tiip icerisinde siispanse edildi; 37°C’de 2-3 saat inkiibe
edildikten sonra siispansiyondan bir damla alinip lam-lamel arasi preparat hazirlanip
mikroskopta incelendi. Incelemede ana hiicreden kdken alan ve baslangic noktasinda
bogumlanma yapmaksizin ve uzunlugu boyunca belirgin kabarik olmayan, flament

seklinde uzantilar gosteren yapilar germ tiip pozitif olarak degerlendirildi.

Klamidospor olusumunun incelenmesi: Misirunu-tween 80 agar plaklarina
Dalmau teknigine uygun olarak ekim yapildi. Bunun i¢in saf maya kolonilerinden igne
uclu 6ze ile bir miktar alinarak birbirine paralel olarak besiyerini yirtmadan ve 6zeyi
dibe kadar batirmadan ¢izgi ekim yapildi. Ekim ¢izgilerinin {izerine lamel kapatilarak
26°C’de 72 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda ekimler 11tk mikroskobunda

diyafram kapali olarak 10x, 20x ve 40x biiyiitmede incelendi. Pseudohiflerin uglarinda



ve yan dallarinda goriilen biiyiik, kalin duvarli, yuvarlak klamidosporlar ile hif birlesim

yerlerindeki blastospor kiimeleri C.albicans olarak degerlendirildi.

Calismaya dahil edilen kokenler, calisma anma kadar %30 gliserollu brain-heart

inflizyon buyyon igerisinde — 20°C’de sakland:.

CANDIDA ALBICANS SUSLARININ GENOTIPLENDIRMESI
DNA Eldesi

Maya DNA’sini1 elde etmek icin pratik, etkili ve ucuz olan kaynatma yontemi

kullanild1 (60).

e Calisma oncesinde ilk olarak gliserollii brain-heart infiizyon broth’da — 20°C’de
saklanan stoklar ¢oziilerek canlandirma pasaji yapild.

e Molekiiler analizler yapilmadan 6nce tiim kokenler iki kez SDA plaklarina
pasajlandi.

eSDA plaklarinda saf olarak iiretilen C.albicans kolonilerinden bir 6ze dolusu
alinarak (10-20 mg) 2 cc Sabouraud Dekstroz Broth (SDB)’da bir gece 37°C’de
inkiibasyona birakildi.

¢ Bu siispansiyondan steril bir Eppendorf tiipiine 1 cc alinarak 13000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi.

eUst kisimdaki sivi disartya atildiktan sonra iizerine 200 ul steril distile su
eklenerek 15-20 dakika kaynatildi.

e Sonrasinda 13000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

e Icerisinde DNA’nin bulundugu iist kisimdan 150 ul yeni bir steril Eppendorf

tiipiine alind1.



25S intron Analizi

258 Intron Analizi i¢in PCR, literatiirde belirtildigi sekilde CA-INT L ve CA-INT
R primerleri kullanilarak gerceklestirildi (57). Niikleotid dizisi belirlenen primer dizileri

Vivantis® (Canada) firmasina sentez ettirildi (Tablo - 2).

Tablo - 2 : Calismada kullanilan primerler

Primer Nikleotid dizisi
CA-INTL 5’-ATA AGG GAA GTC GGC AAA ATA CCG TAA-3’
CA-INT R 5’-CCT TGG CTG TGG TTT CGC TAG ATA GTA GAT-3’

Reaksiyon ortami 50 pl hacim igerisinde her bir primerden 100 pmol, 200 pm
dNTPmix, 3.5 mM MgCl,, 10X reaksiyon tamponu, 1 U Taq DNA polimeraz ve 4 ul
kalip DNA ile olusturulmustur (Tablo - 3). PCR amplifikasyonu, otomatik PCR
cihazinda (MyCycler, Bio-Rad) gergeklestirildi. 25S intron analizi i¢in PCR dongiisii
tablo — 4’de gosterildigi bicimde cihaza programlandi. Amplifikasyonu takiben elde

edilen PCR iiriinleri goriintiilenene kadar - 20°C’de sakland.



Tablo - 3: 258 intron analizinde kullanilan PCR karigim1

PCR karisimi Miktar
“Niikleaz free” distile su 25.5 ul
10X PCR buffer Sul
dNTP (2 mM) 5ul
25 mM MgCl, 8 ul
Taq DNA polimeraz 0.5 ul
Primer 1 (100 pmol) 1 ul
Primer 2 (100 pmol) 1 ul
Kalip DNA 4 ul
TOPLAM HACIM 50 ul

Tablo - 4: PCR dongiisii ve parametreleri

Baslangic denatiirasyon 94°C 3dk

Denatiirasyon 94°C 1 dk

Primer baglanmasi 55°C 1 dk 30 dongii
Primer uzamasi 72°C 2.5dk

Ek uzama 72°C 10

PCR iiriinlerinin gosterilmesi

Sonuglarin degerlendirilmesinde agaroz jel elektroforez yontemi kullanildi ve
1 X TBE igerisinde %2’lik agaroz jel hazirlandi. Bunun igin:

e | gram agaroz (Prona Basica LE Agarose, AB) lizerine 50 ml TBE tamponu
eklenerek mikrodalgada eritildi.

® 50°C’ye soguduktan sonra agaroz jel igerisine 3 ul etidium bromid (Metis,
Tirkiye) ilave edilerek iyice karistirildi. Diizgiin bir tabaka halinde jel tepsisine dokiiliip
uygun tarak yerlestirildi ve katilagmas1 beklendi.



e lyice katilasan jel, elektroforez tankma (Mini-Sub Cell GT, BioRad) almip
tizerini ortecek kadar TBE tamponu eklendikten sonra tarak ¢ikartildi.

e Her agaroz jelde ilk kuyucuga molekiiler agirlik standart1 (100 bp DNA marker
Q-Ladder, Heliosis®), diger kuyucuklara da amplifikasyon iiriinlerinden yiiklendi.
Yiikleme yapilirken kullanilan tarak boyutuna uygun olarak belirli oranlarda
amplifikasyon iiriinii ylikleme boyasi ile karistirilip kuyucuklara yiiklendi.

¢ 100 V’da 60 dakika elektroforez uyguland:.

e Elektroforez sonrasi jeldeki bantlar Imaging System GEL LOGIC 2200
(Kodak®™) gériintiileme sisteminde 280-340 nm dalga boyunda incelendi ve dijital olarak
fotograflandi.

eFElde edilen bant biyiiklikleri, biiylklik “marker”1 ile karsilastirilarak
degerlendirildi.

eElde edilen iiriiniin biiyiikliigiine gore C.albicans genotipleri, ~450 bg tek bant
Genotip A, ~840 bg tek bant Genotip B, her iki band1 da tasiyanlar Genotip C, ~1080 bg
tek bant Genotip D ve 1400 bg tek bant tagiyanlar Genotip E olarak belirlendi (Sekil 1).



» ~1080 bg

» ~840 bg

» ~450 bg

Sekil - 1: Etidyum bromid ile boyanarak UV altinda gorlntilenmis, C.albicans
suslarinin 25S rDNA geninde yer alan aktarilabilir grup-1 intron bolgesinin PCR
iriinleri.

Molekiiler bityiikliik belirteci [100 bp DNA marker Q-Ladder, Heliosis®] M ile gosterilmis ve bantlarin
karsilik geldigi molekiil biiytikliikleri sagda verilmistir. 1. ve 2. siralar genotip A (~450 bg) izolatlari, 3. ve
4. siralar genotip B (~840 bg) izolatlari, 5 ve 6. siralar genotip C (~450 bg ve ~840 bg), 7. sira ise genotip
D (~1080 bg) izolatlar1 gdstermektedir.

Subtiplerin Enzimle Kesim Yéntemi ile Identifikasyonu
Izolatlarin genotiplendirilmesi esnasinda genotip A izolatlarm PCR iiriinlerinde

agirlik fark: tespit edilmistir (Sekil 2).



Sekil - 2: Etidyum bromid ile boyanarak UV altinda goriintiilenmis, genotip A

C.albicans suslarinin PCR iiriinleri.
Molekiiler biiyiikliik belirteci [100 bp DNA marker Q-Ladder, Heliosis®] M ile gosterilmis ve bantlarin
karsilik geldigi molekiil biiyiikliikkleri sagda verilmistir. 1-7. swralar genotip A (~450 bg) izolatlar

igerisinde gozlenen farkh biiyiikliiklerdeki PCR iiriinlerini gostermektedir.

Bu farkliligin molekiiler temelini ortaya koymak amaciyla literatiirde de
belirtildigi lizere grup-1 intron bdlgesi dizisi iizerinde kesim noktasi bulunan, sik
kullanilan ve nispeten ucuz bir enzim olan Haelll (GG VY CC) restriksiyon endoniikleaz
enzimi (Takara, Japonya) ile 99 C.albicans Genotip A izolatmin PCR iiriinleri kesildi
(61).

Bu amagla, 25-30 pl PCR firiinii, 10U Haelll enzimi ile uygun tampon (100 mM
Tris-HCI, 100 mM MgCl,, 500 mM NaCl, 10 mM Dithiothreitol) igerisinde bir gece
37°C’de su banyosunda inkiibe edildi. Kesim iiriinleri %2 (wt/vol)’liikk agaroz jel (Prona

Basica LE Agarose, AB) elektroforezine (Mini-Sub Cell GT, BioRad) tabi tutulduktan



sonra, etidyum bromid (Metis, Tiirkiye) ile boyanarak UV kamera (Imaging System
GEL LOGIC 2200, Kodak®™) ile goriintiilenmistir (Sekil 3).

390 bg
318 bg
291bg

110 bg
93 bg

~70 bg

Sekil - 3: Genotip A C.albicans izolatlarmm Haelll enzimi ile kesimi.

Molekiiler biiyiikliik belirteci [100 bp DNA marker Q-Ladder, Heliosis®] M ile gosterilmis ve bantlarin
karsilik geldigi molekiil biiyiikliikkleri sagda verilmistir. 1. ve 2. siralar subtip a (296, 93 ve 71 bg)
izolatlari, 3. sira subtip b (297, 110,71 bg) izolatlar1, 4 ve 5. siralar subtip ¢, d ve e (~390 bg ve 71 bg), 6
ve 7. siralar subtip g (318 ve 74 bg) izolatlar1 gostermektedir.

Haelll restriksiyon endoniikleaz analizi sonucunda elde edilen kesim paternleri;
subtip a: ~296, ~93 ve ~71 bg iiriin, subtip b: ~297, ~110 ve ~71 bg firiin, subtip c,d ve
e: ~390 ve 71 bg iirlin, subtip g: ~318 ve ~71 bg iiriin ve subtip h: ~353 ve ~71 bg iirlin
seklinde idi (sekil-3). Haelll kesim ile, subtip a, b ve f kolayca ayirt edilmesine ragmen,
~300, ~350 ve ~71 bg iriin veren diger subtiplerin ayrimi zor olmaktaydi. Literatiirde
daha onceki ¢aligmalarda DNA dizi analizine tabi tutuldugunda, Haelll ile ayni kesim
paterni olusturan bir grup igerisinde ii¢ farkli diziye ait subtip oldugunun tespit edilmesi
lizerine, bu subtipler (subtip c, d, e) ile, Haelll kesimi sonrasi benzer bant paternleri
olusturan subtip g ve h’1 ayirt etmek i¢in Mspl (CV¥ CGGQG) restriksiyon endontikleaz

enzimi ile kesim uygulandi.



Mspl enzimi (Fermentas, Litvanya) ile kesim igin ise, yine 25-30 pl PCR iiriinii,
10U Mspl enzimi ile uygun tampon (100 mM Tris-HCI, 100 mM MgCl,, 10 mM
Dithiothreitol) igerisinde bir gece 37°C’de su banyosunda inkiibe edildi. Kesim
triinleri %2 (wt/vol)’lik agaroz jel (Prona Basica LE Agarose, AB) elektroforezine
(Mini-Sub Cell GT, BioRad) tabi tutulduktan sonra, etidyum bromid (Metis,Tiirkiye) ile
boyanarak UV kamera (Imaging System GEL LOGIC 2200, Kodak®) ile
gorintilenmistir (Sekil 4). Mspl ile kesim sonucunda, subtip c: 291 ve 126 bg firiin,
subtip d: 291, 94 ve 83 bg iiriin, subtip e: 291 ve 168 bg iiriin, subtip g:478 bg iirlin ve
subtip h: 352 ve 126 bg iiriin verdiler (sekil-4).

478 bg
291 bg
168 bg
126 bg

94 bg
83 bg

Sekil - 4: Subtip ¢, d, e, g ve h Genotip A C.albicans izolatlarinin Mspl enzimi ile kesimi.
Molekiiler biiyiikliik belirteci [100 bp DNA marker Q-Ladder, Heliosis®] M ile gosterilmis ve bantlarin
karsilik geldigi molekiil biiyiikliikleri sagda verilmistir. 1. ve 2. siralar subtip ¢ (291, 126 bg) izolatlari, 3
ve 4. sira subtip g (478 bg) izolatlari, 5 ve 6. siralar subtip e (291, 168 bg), 7. sira subtip d (291, 94 ve 83

be) izolatlar1 gostermektedir.

Genotip A subtiplerinin kolay ayrnimin1 saglayacak Haelll ve Mspl enzimleri ile

kesim sonrasi elde edilen {iriin patemnlerinin gosterildigi sema sekil-5’de verilmistir.



Genotip A

l

Haelll ile kesim

l N Voo

296,93,71b¢  297,110,71 bg ~ 390,71 bg 301,146 be 318, 74 bg 353,71 be
Subtip-a Subtip-b Subtip-c, d,e Subtip-f Subtip-g Subtip-h
Mspl ile kesim
291,126,43 be 291,93,84 be 291, 168 be 478 be 352,126 bg
Subtip-c Subtip-d Subtip-e Subtip-g Subtip-h

Sekil - 5: C.albicans Genotip A subtiplerinin ayrilmas1 amaciyla gelistirilmis Haelll ve

Mspl enzimleri ile kesim semasi (61).

Istatistiksel Analiz

Verilerin degerlendirilmesinde “SPSS for Windows Ver.15.0” paket programi
kullanildi. Saptanan genotiplerin, subtiplerin kliniklere ve orneklere gore dagiliminda
yiizde ve gruplar arasindaki farkliligin arastirilmasinda, ki-kare (y°) testleri (Pearson chi-

square, “Continuity correction”, Fisher’in kesin y° testi) kullanilds. Istatistiksel yanilma

pay1 %5 olarak kabul edildi.



BULGULAR

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Arastrma ve Uygulama Merkezi
Mikrobiyoloji Laboratuvarina Ocak 2007-Ocak 2008 tarihleri arasinda ¢esitli
servislerden gonderilen klinik 6rneklerden izole edilen 194 C.albicans susu ¢aligmaya

alind1.
Calismaya dahil edilen suslarin servislere gore dagilimi tablo- 5’de verilmistir.
Calismaya alinan izolatlarin 16°s1 bronkoalveolar lavaj (BAL), 37’si balgam, 75’1 idrar,

28’1 kan ve 38’1 trakeal aspirat kiiltiirlerinden tiretilmistir (Tablo — 6).

Tablo - 5: C.albicans suslarmin kliniklere gore dagilimi

Gonderilen klinik Say1 Yiizde
Yogun bakim birimleri 73 37.5
Cerrahi bilimler 27 14.0
Dabhili bilimler 94 48.5
Toplam 194 100.0

Tablo - 6: C.albicans suslarmin 6rneklere gore dagilimi

Ormek Say1 Yiizde
BAL 16 8.2
Balgam 37 19.1
Idrar 75 38.7
Kan 28 14.4
Trakeal aspirat 38 19.6
Toplam 194 100.0

Yapilan 25S intron analizi sonucu degerlendirmeye almman 194 C.albicans

kokeninin 99’u (%51.0) Genotip A, 57’si (%29.4) Genotip B, 37’si (%19.1) Genotip C,



I’ (%0.5) Genotip D olarak bulunmustur. Bu yontemle gosterilebilen ve
C.dubliniensis’e ait diger genotip olan Genotip E bulunmamistir. Genotiplerin izole

edildikleri bolgelere gore dagilimlar tablo - 7°de verilmistir.

Tablo - 7: 193 C.albicans susunun genotiplerinin izolasyon yerine gore dagilima.

Genotipler [n (%)]

izolasyon bélgesi

A B C
BAL 5(31.3) 8 (50.0) 3 (18.8)
Balgam 20 (54.1) 8 (21.6) 9 (24.3)
idrar 40 (54.1) 26 (35.1) 8(10.8)
Kan* 9 (32.1) 6(21.4) 13 (46.4)*
Trakea 25 (65.8) 9(23.7) 4(10.5)
Toplam 99 (51.3) 57 (29.5) 37 (19.2)

p =0.001
* leri analizler sonucu farki olusturan 6megin kan oldugu saptand.

Invazyon ve genotip arasindaki iliskiyi degerlendirmek agisindan ornekler kendi
icinde iki sekilde gruplandirilmistir:

1- Invaziv/ Non-invaziv grup

2- Steril/ Non-steril grup

Invaziv (kan kiiltiirii) ve non invaziv (bronko alveolar lavaj, balgam, idrar ve
trakeal aspirat) izolatlar ayr1 ayr1 degerlendirildiginde; 28 invaziv izolatin 9’u (%32.1)
Genotip A, 6’s1 (%21.4) Genotip B ve 13’1 (%46.4) Genotip C bulunurken, 166 non-
invaziv izolatin 90’1 (%54.2) Genotip A, 51’1 (%30.7) Genotip B, 24’1 (%14.5) Genotip
C ve 1’1 (%0.6) Genotip D olarak tespit edilmistir (Tablo — 8).



Tablo - 8: Invaziv — Non-invaziv gruplarda genotip dagilimi

Genotipler [n (%)]

Gruplar
A B C
Invaziv 9 (32.1) 6 (21.4) 13 (46.4)
Non-invaziv 90 (54.5) 51 (30.9) 24 (14.5)
p <0.001

Steril (kan ve bronkoalveolar lavaj) ve non steril (balgam, idrar ve trakeal aspirat)
izolatlar degerlendirildiginde ise; 44 steril izolatin 14’0 (%31.8) Genotip A, 1471
(%31.8) Genotip B ve 16°s1 (%36.4) Genotip C bulunurken 150 non steril izolatin 85’1
(%56.7) Genotip A, 4371 (%28.7) Genotip B, 21’1 (14.0) Genotip C ve 1’i de (%0.6)
Genotip D olarak saptanmistir (Tablo — 9).

Tablo — 9: Steril — Non-steril gruplarda genotip dagilimi

Genotipler [n (%)]

Gruplar
A B C
Steril 14 (31.8) 14 (31.8) 16 36.4)
Non-steril 85 (57.0) 43 (28.9) 21 (14.1)
p =0.001

Invaziv ve noninvaziv ile steril ve nonsteril gruplarla genotip dagilimi arasindaki
iliskiyi degerlendirmek icin yapilan istatistik ¢aligmalarinda sadece bir drnekten izole
edilen Genotip D gozardi edilmistir. Buna gore her iki degerlendirilen grupta da intron
genotip dagilimlar agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (Tablo 8, 9).
Invaziv grupta istatistiksel olarak anlamli oranda Genotip C baskin bulunurken,

noninvaziv grupta baskin Genotip A idi.

Gruplar, aktarilabilir grup-1 intron tastyip (Genotip B, C ve D) tagimamalarina
(Genotip A) gore degerlendirildiginde invaziv grupta yer alan 28 izolatm 19°u (%67.9)



intron bulundururken, 9’unun (%32.1) intron tasimadigi tespit edilmistir. Non-invaziv
izolatlarda bu oranlar sirasiyla 76 (%45.8) ve 90 (%54.2) olarak bulunmustur. Ornekler
steril ve non-steril olarak gruplandirildiginda ise 44 steril izolatta bu oranlar sirasiyla 30
(%68.2) ve 14 (%31.8) bulunurken; non-steril grupta 65 (%43.3) ve 85 (%56.7) olarak
saptanmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirilmede hem invaziv ve noninvaziv grup
(p=0.031) hem de steril ve non-steril grup (p=0.004) arasinda aktarilabilir grup-1 intron
varligr yoniinden anlamli bir fark oldugu gosterilmistir. Aktarilabilir grup-1 intron

varligina gore izolatlarin karsilagtirmasi tablo-10’da verilmistir.

Tablo - 10: 194 C.albicans susunun aktarilabilir grup-1 intron varligina gore

genotiplerinin dagilimi.

‘ Intron yok (Genotip A) Intron var (Genotip B C &D)
Izolasyon bolgesi

Genotipler [n (%)]

BAL 5(31.3) 11 (68.8)
Balgam 20 (54.1) 17 (45.9)
idrar 40 (53.3) 35(46.7)
Kan * 9(32.1) 19 (67.9)*
Trakea 25 (65.8) 13 (34.2)
Toplam 99 (51.0) 95 (49.0)
p =0.039

* leri analizde farki olusturdugu saptandi.

Genotip A izolatlarinda molekiiler biiyiikliik farklarina neden olan subtipleri
gosterebilmek amaciyla Haelll ve Mspl endoniikleaz enzimleriyle kesim yapildi. Haelll
restriksiyon endoniikleaz analizi sonucunda elde edilen kesim paternleri; subtip a: ~296,
~93 ve ~71 bg iirlin, subtip b: ~297, ~110 ve ~71 bg iiriin, subtip c,d ve e: ~390 ve 71 bg
irlin, subtip g: ~318 ve ~71 bg iirlin ve subtip h: ~353 ve ~71 bg iirlin seklinde idi
(Sekil-3). Haelll kesim ile, subtip a, b ve f kolayca ayirt edilmesine ragmen, ~300,
~350 ve ~71 bg irlin veren diger subtiplerin ayrimi zor olmaktaydi. Diger subtipleri

kolayca ayirabilmek icin Mspl enzimi ile kesim uygulandi. Msp! ile kesim sonucunda,



subtip c: 291 ve 126 bg iiriin, subtip d: 291, 94 ve 83 bg iiriin, subtip e: 291 ve 168 bg
tirlin, subtip g:478 bg iiriin ve subtip h: 352 ve 126 bg liriin verdiler (Sekil-4).

Tespit edilen 99 Genotip A C.albicans izolati, subtiplerinin dagilimina gore
degerlendirildiginde; 84 liniin (%85) subtip a, 3’iiniin (%3) subtip b, 3’liniin (%3) subtip
¢, I’inin (%1) subtip d, 3’lniin (%3) subtip e, 5’inin (%5) subtip g oldugu bulundu.
Calismaya alinan kokenler igerisinde subtip f ve subtip h saptanmadi. Genotip A

subtiplerinin, izole edildikleri yerlere gore dagilimi tablo-11’de goriilmektedir.

Tablo - 11: Genotip A C.albicans suslarinin subtiplerinin izolasyon yerine gore dagilimu.

. Subtipler

Izolasyon Toplam
bolgesi a b c d e f g h

BAL 5 0 0 0 0 0 0 0 5
Balgam 19 0 0 0 1 0 0 0 20
idrar 40 0 0 0 0 0 0 0 40
Kan 3 0 2 0 2 0 2 0 9
Trakea 18 3 1 1 0 0 2 0 25

Toplam 84 3 3 1 3 0 5 0 99




TARTISMA

Kanser hastalar1 ve organ transplantasyon hastalarina uygulanan yogun immiin
stipresif tedavi, yogun bakim hastalarina uygulanan invaziv girisimler ile coklu
antibiyoterapi ve Ozellikle HIV ile enfekte olan hasta sayisindaki artig gibi etkenler
mantar infeksiyonu gelisimi acisindan risk altinda olan hasta sayisinm da artmasina
neden olmustur (62,63). Tedavi protokollerindeki gelismelere paralel olarak bagisiklik
sistemi baskilanmis hastalarin sag kalim oranlarindaki artis ve kullanima giren daha
duyarli tan1 yontemleri sayesinde, bu hastalardan izole edilen mantar tiirlerinde belirgin
bir artis olmustur. Bununla birlikte, Candida tiirleri, bunlar arasinda da C.albicans ilk

siradaki yerini korumaya devam etmektedir (8,64).

Son yillarda o&zellikle Candida tirlerinin neden oldugu invaziv mantar
infeksiyonlar artig gostermektedir. Maya tiirlerinin dagiliminda degisiklik gozlenmekte
ve nonalbicans tiirlerin oran1 her gegen giin biraz daha artmaktadir (64,65,66). Messer ve
ark. tarafindan ABD, Kanada, Latin Amerika ve Avrupa’yr kapsayacak sekilde yapilan
genis kapsamli bir siirveyans ¢alismasi sonucunda candida cinsi mayalarin kan dolagimi
infeksiyonlarinin en sik nedenleri arasinda oldugu saptanmistir. Bu ¢alismanin 2003 yili
verilerine gore %48.7 gibi oldukca yiiksek bir oranla Candida albicans en sik etken
olarak karsimiza c¢ikarken, bunu sirasiyla C.parapsilosis (%17.3), C.glabrata (%17.2),
C.tropicalis (%10,9), C.krusei (%1.9) ve diger daha az goriillen Candida tirleri (%6)
izlemektedir (62).

Infeksiyon etkeninin molekiiler tiplendirilmesi, epidemiyolojik calismalarda ve
uygun infeksiyon kontrol stratejilerinin gelistirilmesinde olduk¢a Onemlidir (57).
Molekiiler tiplendirme sayesinde etken mikroorganizmalarin bulas yollari, viicutta
izledigi yol saptanabilir, belli konak karakteristikleri ve belli anatomik lokalizasyonlarla

genotipler arasinda iligki kurulabilir ve etkende ilag direnci gosterilebilir (54).

C.albicans genotiplendirmesi amaciyla ilk olarak 1987 yilinda Scherer ve ark.

RFLP yontemini kullanarak, EcoRI enzimi ile C.albicans genomunu kesmislerdir (55).



Bu calismada biitiin suslarda ortak olarak bulunan dimorfik bandin biiyiikliigiine gore
izolatlar iki biliylik gruba ayrilmis: 3.7 kb bant tasiyanlar, genotip A; 4.2 kb bant
tagiyanlar, genotip B olarak smiflandirilmistir. Daha sonra yapilan hibridizasyon
caligmalar1 bu bantlarin rDNA boélgeleri oldugunu ortaya koymustur. Genotip B’deki 4.2
kb’lik banttan, bu izolatlarin 25S rDNA geninde tasidiklar1 379 bg biytkligiindeki
aktarilabilir grup-1 intron bolgesinin sorumlu oldugu saptanmistir. Genotip A izolatlarin
ise bu insersiyon bolgesini tasimadiklar1 ve artmis flusitozin direncine sahip olduklar
ortaya konulmustur (55,56,57,58). Ayn1 yontemle yapilan sonraki ¢aligsmalarda, her iki
bandi da tasiyan genotip C izolatlar1 ve bu bantlar1 bulundurmayan genotip D ve E

izolatlart tespit edilmistir.

[k kez 1999 yilinda McCullough ve ark. 25S intron tiplendirme ydntemi ile 439
C.albicans susunu genotiplendirmislerdir. McCullough ve ark. sadece grup-1 intron
bolgesini ¢evreleyen primerler (CA-INT-L ve CA-INT-R primerleri) kullanarak, RFLP
yontemi ile tespit edilen C.albicans genotiplerini belirlemeyi bagarmislardir. Buna gore,
aktarilabilir grup-1 intron tasimayan genotip A izolatlar1 450 bg’lik iiriin, bu intronu
tagityan genotip B izolatlar1 840 bg¢’lik iirlin ve genomunda bazi rDNA kopyalarinda bu
intronu tagiylp bazilarinda tasimayan genotip C izolatlann ise 450 ve 840 bg

bliylikliigiinde tiriinler vermistir (67).

McCullough ve ark. calismalarinda %65.8 genotip A, %19.4 genotip B, %12.8
genotip C ve %2 genotip D saptamislardir. Ayn1 arastirmada 20 yil1 askin bir siirede 15
farklt cografik bolgeden elde edilen bu 439 sus, cografik dagilimlarina ve izole
edildikleri zaman dilimine gore degerlendirildiginde, suslarin gerek zaman gerekse
cografik dagilimlarinda anlaml fark oldugu tespit edilmistir. Ozellikle 1990 oncesi ve
sonrasi izole edilen suslarin genotip dagilimi istatistiksel olarak anlamli bulmuslardir
(p=0.009). Bu calismaya gore 1990 oncesi genotip C suslar1 %5.5’lik bir orana sahipken,
1990 sonrasinda bu oran %17’ye ulasarak bu farka neden olmustur. Genotip B siklig
degismezken, genotip A siklig1 %75.5’den %60.1°¢ inmistir (67).



C.albicans genotip C izolatlart hem genotip A hem de genotip B’ye ait olan iki
bandi da tagimaktadir. Bu iki bandin varliginin nedeni, genotip C’nin genomunda 25S
rDNA tekrarlarinin bazilarinda aktarilabilir grup-1 intron bulunurken, bazilarinda
bulunmamasi ile agiklanmaktadir. Bu nedenle, genotip C izolatlar, genotip A’dan
genotip B’ye veya genotip B’den genotip A’ya gecis sirasinda ortaya ¢ikan bir ara form
olabilecegi gibi, genotip A ve B arasinda eseyli liremenin bir sonucu olarak da ortaya
¢ikiyor olabilecegi kanisina varmiglardir (67). Eski izolatlarda nadirken yeni izolatlarda
daha sik bulunmasi, genotip C’nin daha yeni ortaya ¢ikan bir genotip oldugunu
disiindiirmektedir. Genotip A izolatlarinda, flusitozin ve bunun aktif metaboliti olan 5-
fluorourasil direnci diger genotiplerden daha fazla bulunmustur. Bu nedenle genotip
B’den genotip A’ya gecis ve dolayisiyla direng gelisimi esnasinda genotip C’nin ortaya

¢ikmasi s6z konusu olabilir (57).

McCullough ve ark. bu g¢aligmadaki suslari, izole edildikleri farkli cografik
bolgelere gore degerlendirdiklerinde, bazi bolgelerden izole edilen suslar arasinda
herhangi bir fark bulunmazken, ABD ve Israil izolatlarinin anlaml fark gdsterdigini
tespit etmislerdir. Tiim cografik bolgelerle kiyaslandiginda ABD’de genotip C ¢ok
nadirken (%3.4), Israil izolatlarinda %53.3 gibi oldukgca yiiksek bir oranda saptanmistir.
Bu sonuglar genotip dagiliminin degisik cografi bolgelerde de farklilik gosterebilecegini
ortaya koymaktadir (67).

Tablo-12 ¢esitli lilkelerden izole edilen suslarin genotip dagilimlarini

gostermektedir.



Tablo-12: Degisik tilkelerde tespit edilen C.albicans genotiplerinin dagilimi.

Ulke (Kaynak) Yil n A (%) B (%) C (%) D(%) E (%)
fspanya (67) 1999 54 32(593) 15(278) 7(129) 0

Fransa (67) " 21 14 (66.7) 3(14.3) 4(19) 0 0
Zimbabwe (67) " 19  12(632) 6 (31.6) 1(52) 0 0
Singapur (67) " 23 8 (34.8) 7(304)  7(304) 1 43) 0
Japonya (67) " 52 30(57.7) 9(17.3) 12 (23) 1(1.9) 0
Avustralya (67) " 23 14(60.9) 3(13) 2187)  4(174) 0
srail (67) " 30 6 (20) 6(20) 16(532)  2(6.8) 0
Kolombiya (67) " 20 16 (80) 2(10) 2(10) 0 0
ABD (67) " 88 66 (75) 8(20.5) 3(34) 1(1.1) 0
Japonya (59) 2001 301 172(57.1)  66(219) 56(186)  5(1.7)  2(0.7)
Japonya (68) 2006 41 31(75.6) 6 (14.6) 4(98) 0 0
irlanda (69) 2002 39 27(692) 5(128) 4(103)  3(1.7) 0
Hindistan (70) 2006 55 39(70.9) 4(73)  12(218) 0 0
Malezya (71) 2005 221 167(75.6) 48 (21.7) 4(18)  2(09) 0
Tiirkiye (72) 2004 301 151(502)  54(179) 96 (31.9) 0 0
Tiirkiye (73) 2007 110 36(327)  36(327) 38 (345) 0 0
Bu calisma 2008 194  99(51.0)  57(294) 37(19.1) 1(0.5) 0

Yapilan ¢aligmalarda farkli bolgelerden veya yillar igerisinde ayni bolgeden izole

edilen suslarin

genotip  dagilimlarinin

farklililk  gosterebilecegi

bildirilmistir

(57,59,69,72). Ornegin Tamura ve ark. 1999-2000 yillarnda Japonya’da farkh

hastanelerden topladiklart 301 C.albicans izolatinda %57.1 genotip A, %21.9 genotip

B, %18.6 genotip C ve %2.4 genotip D ve E (C. dubliniensis) saptarken, Hattori ve ark.

yine Japonya’da 2005 yilinda 41 izolathk daha kiigiik bir grupta %75.6 genotip
A, %14.6 genotip B ve %9.8 genotip C saptamislardir (59,68).



Bizim c¢aligmamiz ile Tiirkiye’den daha Once yapilmis caligmalarin genotip
dagilim oranlar arasinda tam bir uyum goriilmemektedir. Genotip A oranlari Karahan
ve arkadaglarinin ¢aligmasiyla benzer saptanirken, genotip B ve genotip C
dagilimlarinda ters bir iliski goze ¢arpmaktadir (72). Hastanemiz izolatlarinda genotip B
siklig1 ortalamanin iizerinde bir deger olup, Singapur ve Ispanya’dakine yakin oranlarda
saptanmustir. Genotip C siklig1 ise ne Israil’deki, ne de iilkemizden yapilan diger iki
calismadaki kadar yiiksek bulunmustur. Ancak genotip A dagilimi Israil ve Singapur
haricinde diger iilkelerden biraz daha diisiik bulunmakla birlikte Karahan ve
arkadaglarinin  ¢alismast ile uyumlu bulunmustur. Koyuncu ve arkadaslarinin
calismasinda ise her li¢ genotip arasinda dengeli bir dagilim bulunmustur (73). Bu

sekildeki dagilim ise literatiirde sadece Singapur’da saptanmistir (67).

Bu sonuglar, genotip A’da azalma ve B’de artis olmakla birlikte bdlgesel
verilerimizin genotip dagilimi agisindan arada bir deger gosterdigini ortaya koymaktadir.
Calismamiza dahil edilen suslar, Karahan ve ark ile Koyuncu ve arkadaslarinin
calismalarindan daha sonraki bir zaman dilimini kapsadigindan genotip dagilim seklinin
de degisiklik gostermesi olasidir. Yine farkli bolgelerde, farkli hastanelerden ve farkli
hasta gruplarindan izole edilen suslarin klonal kokenlerinin farkli olmasi da bdyle bir

fark dogurmus olabilir.

Genotip D ve daha sonra Japonya’dan izole edilen genotip E’nin, yapilan dizi
analizi ¢aligmalari sonrasinda aslinda C. dubliniensis olduklar ortaya konmustur (57,59).
Bu calismalarda C. dubliniensis’e ait olan genotip D siklig1 yaklasik %2, genotip E
siklig1 ise %0.7 olarak bulunmustur. Pek ¢ok iilkede yapilan az sayida taramalarda bu iki
genotipe rastlanmazken, en yiiksek genotip D oranlar1 %17.4 ile Avustralya ve %7.7 ile
Irlanda izolatlarmda bulunmustur (67). Genotip E sadece Japonya’dan Tamura ve ark.

tarafindan bildirilmistir (59).

Sonradan tanimlanmis bir Candida tiirii olan C. dubliniensis aynen C.albicans gibi
germ tiip pozitiftir ve klamidyospor olusturmaktadir. Rutin uygulamada kullanilan

besiyerlerinde, C.albicans ve C.dubliniensis kolonilerinin goriiniimleri arasinda fark



yoktur. Fenotipik 6zellikleri ile C.albicans’tan ayrimi oldukea giictiir. C.dubliniensis ilk
olarak 1995 yilinda Irlanda’da AIDS hastalarmin orofaringeal 6rneklerinden izole
edilmistir. Daha sonralar1 diinya ¢apinda yaygin olarak yapilan retrospektif taramalarla
en eski ormegin 1957 yilina ait oldugu ortaya konmustur. C.dubliniensis HIV (+)
bireylerde %27, AIDS hastalarinda %32 oraninda agiz mukozasindan izole edilirken, bu
oran normal popiilasyonda yalnizca %3 olarak bulunmustur. Agizda normal floranin bir
iiyesi olarak bulunabilen C.dubliniensis, siklikla diger Candida tiirleri, 6zellikle de
C.albicans ile birlikte infeksiyon olusturmaktadir. Ancak, oOzellikle HIV pozitif
bireylerde tek basina da infeksiyon etkeni olabilmektedir (74).

Bizim ¢alismamizda sadece bir tane, immun sistemi baskilanmis, hematolojik
maligniteli bir hastanin idrar kiiltiirinden infeksiyon etkeni olarak izole edilen Genotip
D tespit edilmis olup, Genotip E’ye rastlanmamistir. Bu kadar diisiik bulunmasinin temel
nedeni, ozellikle bu etken icin risk grubu olan HIV pozitif oldugu bilinen hastalarin
calisma grubunda yer almamasi olabilecegi gibi HIV pozitifligi ile yakin iligkisi
gosterilen bu Candida tiriiniin, bizim toplumumuzda heniiz 6nemli bir etken olmamasi
seklinde agiklanabilir. Bununla birlikte diger bir faktor de temelde flora elemani olarak

bulundugu agiz mukozasi 6rneklerinin degerlendirme dahilinde olmamasi olabilir.

Millar ve ark. 25S intron analizini kullandiklar1 calismalarinda, ¢alisma grubunda
fenotipik yontemle C.albicans olarak yanlis tanimlanan 3 C.dubliniensis kokenini
basariyla saptayan yontemin, primer tani laboratuvarlarinda bulunmayan dizi analizine
gerek kalmaksizin C.albicans C.dubliniensis ayrimimi yapmakta faydali olabilecegi

tizerinde durmuslardir (69).

Tay ve ark. rutin mikrobiyolojik tetkiklerle C.albicans olarak yanlis tanimlanan
sistemik kandidozlu HIV negatif iki hastada CA-INT-R ve CA-INT-L primerlerini
kullanarak yaptiklar1 25S intron analizi sonucunda genotip D (C.dubliniensis) susu

tanimlamiglardir (71).



2002 yilinda iilkemizden yapilan bir calismada Dolapg¢i ve ark.lart maya mantari
izole edilen 98 kan kiiltiiriinii degerlendirmislerdir. Bu 6rnekler igerisinde germ tiip testi
pozitif olan 64 6megi, misiunu-tween 80 agarda klamidospor olusumu, 42°C ve 45°C’de
SDA’da iireme, Staib agarda koloni morfolojisi ve hiicre i¢i -D-glukozidaz aktivitesi

acisindan degerlendirilmis ve aralarinda C.dubliniensis’e rastlamamislardir (75).

Tekeli ve ark. yaptiklar ¢aligmada 2001-2004 yillar arasindaki timii HIV negatif
oldugu bilinen hastalarin kan kiiltiirlerinden izole edilen 67 Candida spp. 0megini
degerlendirmislerdir. Germ tiip pozitif ve klamidospor olusturan 38 C.albicans kokeni
arasindan, fenotipik yontemleri kullanarak ve sonrasinda molekiiler yontemle de
dogrulayarak bir tane C.dubliniensis saptamiglardir. Calismalarinda, DUBF ve DUBR
primerlerini kullanarak yaptiklart PCR sonucunda 288 bg¢’de amplifikasyon iiriinii
saptamiglardir. Bu izolat iilkemizden kandidemi etkeni olarak bildirilen ilk

C.dubliniensis kokenidir (76).

Diinyada oldugu gibi iilkemizde de stok kiiltiirlerde C.dubliniensis varligini
gostermeye yonelik calismalar yapilmistir. A¢ikgoz ve ark. yaptiklar calismada 2001-
2002 yillar1 arasinda tiimii HIV negatif hastalardan izole edilip stoklanmis 600 vajinal
Candida izolat1 igerisinden sadece bir tane (%0.17) C.dubliniensis saptamislardir.
Fenotipik yontemlerle tanimladiklar1 kokeni ID-32C kiti (bioMerieux Vitek) ile
C.dubliniensis olarak isimlendirdikten sonra DNA dizi analizi ydntemiyle de

dogrulamglar (77).

Kantarcioglu ve ark. ise 129 C.albicans kdkenini fenotipik olarak inceleyerek ii¢
tane C. dubliniensis izolat1 tespit etmislerdir. Bunlardan iki tanesi, iki ay arayla aym
hastanin oral kavite lezyonundan izole edilen kokenler olup, digeri ise bir baska
maligniteli hastanin balgamindan izole edilmis bir kokendir (78). Bu sonuglar
C.dubliniensis’in Tiirkiye’de sik rastlanan bir etken olmadigini gostermektedir.

Calismamizda saptadigimiz %0.5°lik oran da bu durumu destekler niteliktedir.



Klinik seyri belirlemek, mortalite ve morbiditeyi azaltabilmek amaciyla
C.albicans genotiplerinin antifungal diren¢ patermnini ve kan dolasimmi invaze etme
yeteneklerini arastirmaya yonelik pek ¢ok calisma yapilmistir. Bu ¢aligmalarda birbiri ile

celisen sonuglar elde edilmistir.

Luu ve ark. ¢aligmalarini, bir patojenin mutasyona ugrayip klonal seleksiyondan
gectikten sonra, atasi olan genotip i¢in uygun olmayan mikrogevreleri arastirdiglr ve
buralara gectigi hipotezi iizerine kurmuslardir. Bu mikrogevrelerde evrim, konaklar
arasinda bulas agisindan genotipe bir istiinliik saglamaz. Bunun kanitlanmasi i¢in, hem
yiizeyel alanlardan hem de dolasimdan 6rnek alinmasi, bu tip bir mikroevrimle ortaya
cikan genetik degisikligin belirlenmesi ve yilizeyel doku ve dolasimdaki bu farkli

izolatlarin karsilastirilmasi gerekir (79).

C.albicans popiilasyonlarinin klonal oldugu gosterilmistir, ancak her popiilasyon
kendi icinde mikroevrime ugramaktadir (80). Uremenin klonal modeline gore,
C.albicans’in birbirinden bagimsiz olarak iireyen farkli klonal soylardan olusmasi
gerekir. Eger bu klonlar, konak adaptasyonu veya viriilans gibi cesitli Ozellikler
acisindan farkliliklar gdsteriyorsa, tibbi arastirmalara belli klonlarin konu olmasi gerekir.
Bu nedenle, mikroorganizmanmn konak adaptasyon mekanizmalari ve virlilans
faktorlerinin arastirilmasinda, C.albicans alt popiilasyonlart ile klinik 6zellikler arasinda
baglant1 kurulmas1 esastir. Bu tip korelasyonlarin kurulabilmesi ancak, uygun genetik
belirteclerin kullanilmasi ile miimkiin olabilir. Bir genetik belirtecin klinik mikrobiyoloji
acisindan yararli olabilmesi ig¢in, stabil olmasi, kullaniminin kolay olmasi, ayrim

glicliniin yiiksek olmasi ve genis serilere uygulanabilir olmasi gereklidir (81).

Daha once yapilan ¢aligmalarda, 25S intron analizi ile belirlenen genotip A
suslarmin flusitozin ve bunun metaboliti olan 5-fluorourasile daha diren¢li oldugu
gosterilmistir (57). Genotip A C.albicans suslarinda goriilen bu direngten, genotip
A’larin grup-1 intron tagtmamalarinin sorumlu oldugu gosterilmistir. Baz analoglarinin,
bu intronun arasina girip sekonder yapisini bozarak intronun kendi kendini ayirma

mekanizmasint 6nledigi sonucuna varilmistir. Bu intronun varlifi, C.albicans’ta



flusitozin duyarliligina katkida bulunan bir faktor olarak belirtilmistir. intron tasimayan
genotip A suslari, ilacin kromozomal DNA, ribozomal RNA ve mRNA igerisine girerek
olusturdugu etkilerin sonucunda degisen diizeylerde duyarlilik gdstermektedir (56).
Ancak, genotip A igerisinde duyarli suglarin, genotip B ve C igerisinde de direncli
suslarin bulunmasi nedeniyle, bu mekanizmanm flusitozin direncini belirlemede ¢ok
fazla 6nemli olmayabilecegi, heniiz tanimlanmamis baska mekanizmalarin daha 6nemli

olabilecegi lizerinde durulmaktadir (59).

Invazivlik ile genotip arasindaki iliskiyi gdsterebilmek amaciyla birgok farkh
genotiplendirme yontemi kullanilmistir. Bu ¢alismalardan elde edilen veriler, birbiriyle
celisen sonuglar ortaya koymustur. C.albicans ile ortaya ¢ikan infeksiyonlarin ¢ogu
endojen floradan koken almaktadir. Normal flora iiyesi olarak bulunan invaziv
popiilasyonlarin varligi, 6zellikle bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde infeksiyon

gelisme riskini ve bu infeksiyonun ciddiyetini 6nceden belirleyebilir.

Lunel ve ark. kisa tekrar dizilerini (VNTR) kullanarak kolonizasyondan invazyona
gecisi arastirmiglardir. Ancak degerlendirilen VNTR’ler agisindan kolonizan ve invaziv
kokenler arasinda anlamli bir fark saptamamislardir. Bununla birlikte VNTR igeren
genlerle patojenite arasinda anlamli iliski oldugunu gosteren caligmalar da mevcuttur

(82).

Dalle ve ark. da elongasyon faktor-3’ii kodlayan CEF genindeki polimorfik
mikrosatellit lokusu ¢aligmiglardir. Major genotipler agisindan invaziv ve non-invaziv
suslar arasinda anlaml bir fark bulmazken, minor genotiplerden 135-135’i sadece kan
kiltiirlerinden izole etmislerdir. Bu sonuglar 1s18inda kesin bir yargiya varamamakla
birlikte, kompleks bir kolonizan popiilasyonda yer alan baz alt popiilasyonlarin dolagimi

invaze edebilecegi sonucuna varmislardir (81).

Buna zi1t bir goriis olarak da Boerlin ve ark. multilokus enzim elektroforezi ve Ca3

probu ile yaptiklart  genotiplendirme  ¢aligmalari  sonucunda  C.albicans



popiilasyonlarinin klonal olarak ¢ogaldigi ve invaziv kandidiazis ile iliskili bir alt

popiilasyon olmadigi sonucuna varmiglardir (83).

Luu ve ark. da niikleotid polimorfizm temeline dayali ¢ok lokuslu bir
genotiplendirme sistemi kullanarak agiz mukozasi ve kan kiiltiirii izolatlarini
karsilastirmiglar. Her iki grupta da yiiksek klonal ¢esitlilik bulmakla birlikte iki grup
arasinda allel sikliginda anlamli fark bulamamigslardir. Buradan yola ¢ikarak da bu
firsat¢1 patojen icin invazivlik potansiyelinin yaygin oldugunu ve invaziv infeksiyon

gelisiminde konaga ait faktorlerin daha 6nemli oldugunu ileri siirmiislerdir (79).

Millar ve ark. 21 invaziv ve 18 invaziv olmayan izolat1 CA-INT-R ve CA-INT-L
primer ¢iftini kullanarak 25S intron analizi ile incelemislerdir. Invaziv grupta %71.5
genotip A, %9.5 genotip B, %9.5 genotip C, ve %9.5 genotip D saptarken, noninvaziv
grupta bu genotipleri sirastyla %66.7, %16.7, % 11.1 ve %5.5 oraninda bulmuslardr. Iki
grup arasinda genotip siklig1 ve dagilimi agisindan anlamli fark bulunmamasi nedeniyle
258 intron bdlgesinin invazivligi degerlendirmede uygun bir lokus olmadig1 sonucuna

varmislardir (69).

Tay ve ark. 213 hastadan izole ettikleri 221 C.albicans izolatmi1 CA-INT-R ve CA-
INT-L primer ¢iftini kullanarak genotiplendirmislerdir. Steril olmayan alanlardan alinan
klinik Orneklerden elde edilen 178 C.albicans izolatinin 138’ini genotip A, 38’ini
genotip B ve 2’sini genotip C olarak tanimlamislardir. Steril 6rneklerden elde edilen 43
klinik izolatin 29’unu genotip A, 10’unu genotip B, 2’sini genotip C ve 2’sini de genotip
D olarak tanimlamiglardir. C.albicans genotiplerinin dagilimini steril ve nonsteril
omeklerde benzer olarak bulmuslardir. Genotip A’yr baskin genotip olarak

belirlemislerdir (71).

Millar ve ark. yogun bakim {initesinde yatan hastalarin ¢esitli anatomik
bolgelerinden izole ettikleri C.albicans izolatlarinda CA-INT-R ve CA-INT-L primer

ciftini kullanarak, genotiplerin sikligin1 ve dagilimini arastirmislardir. Calismaya dahil



ettikleri 65 izolattan 4 farkli genotip elde etmislerdir. C.albicans genotiplerinin bu

calismada incelenen viicut alanlarinda esit dagilim gosterdigini belirtmislerdir (84).

Qi ve ark. oral maya tasiyicilifinda konak yasinin belirleyici bir faktér olup
olmadigini arastirmislardir. Ayn1 bolgeden gelen kisilerden belirli bir zaman diliminde
ag1z mukozasindan drnekler almiglar, tastyiciligin ve tiirlerin sikliginin belirlenmesinde
CHROMagar Candida besiyerini kullanmiglar. Biitiin C.albicans suslarinin CA-INT-R
ve CA-INT-L primer ¢iftini kullanarak PCR ile genotiplerini saptamislar. Candida
tirlerinin sikhiginin ve C.albicans’in genotipik dagiliminin yas gruplan ile degisiklik
gosterdigini, yas arttikga C.albicans sikliginin azalip, non-albicans tiirlerin arttigini
belirtmislerdir. Saglikli gen¢ bireylerin oral kavitelerinde genotip A’y1 baskin olarak
bulmuslardir (85).

Karahan ve ark. invaziv ve invaziv olmayan infeksiyonlardan elde ettikleri 301
C.albicans izolatin1 25S rDNA geninin aktarilabilir grup-1 intron alanina gore
tasarlanmig CA-INT-R ve CA-INT-L primer ¢iftini kullanarak genotiplendirmislerdir.
81 invaziv izolatin 53’linli genotip A, 8’ini genotip B, 20’sini genotip C ve 220 invaziv
olmayan izolatin 98’ini genotip A, 46’sin1 genotip B, 76’sin1 genotip C bulmuslardir.
C.dubliniensis’i gosteren D ve E genotiplerine rastlamamislardir. Farkli anatomik
lokalizasyonlardan izole edilen suslarin genotipik dagiliminin anlamli fark olusturdugu
ve invaziv ve non-invaziv gruplar arasinda genotip dagilimi acisindan anlamli bir fark
oldugunu belirlemislerdir. Invaziv izolatlar arasinda genotip A daha sik gozlenirken
(invaziv izolatlarda %65.4, non-invaziv izolatlarda %44,6), non-invaziv izolatlarda
intron tastyan genotip B ve C baskm genotipler olarak belirlenmistir. Intron varligma
gore invaziv ve non-invaziv izolatlar1 karsilagtirdiklarinda, farkin daha da anlamli
oldugunu saptamislar. Elde ettikleri sonuglara gore, belli genotiplerin belli anatomik
bolgelere daha siklikla yerlesebilecegi ve 6zellikle intron bulundurmayan genotip A’nin
kan dolasimmi invaze etme yeteneginin diger genotiplerden daha fazla olabilecegi
yargisina varmislardir. 25S intron bolgesinin, ilag direnci yani sira invazivligi

belirlemede de 6nemli bir lokus olabilecegini belirtmislerdir (72).



Koyuncu ve ark. caligmalarinda invaziv ve non-invaziv olarak gruplandirdiklar
toplam 110 C.albicans izolatin1 25S rDNA’daki grup-1 intron bolgesini hedefleyen iki
farklt primer ¢ifti (CA-INT-R ve CA-INT-L ile CaL-SU-F ve CaL-SU-R primerleri)
kullanarak genotiplendirmislerdir. Her iki primer ¢ifti ile uygulanan PCR ile alinan
sonuglarin uyumlu oldugunu saptamuslardir. Invaziv &rneklerle invaziv olmayan
omekler karsilastirildiginda; kan izolatlar1 arasinda genotip B ve C’nin, oral izolatlar
arasinda ise genotip A ve C’nin daha sik oldugunu goézlemlemisler. Ancak gruplar

arasinda genotip dagilimi agisindan istatistiksel olarak bir fark bulamamislardir (73).

Bu calismada, izolasyon bolgesine gore suslarin  genotip  dagilimi
degerlendirildiginde istatistik olarak anlamli bir fark saptanmistir (Tablo-7, p=0.001).
Omekler kendi arasinda invaziv-noninvaziv ve steril-non steril olarak
gruplandirildiginda da genotip dagilimi agisindan farklilik oldugu gézlenmistir (Tablo-8,
9, p<0.001 ve p=0.001). Her iki kategoride de invaziv ve steril drneklerde genotip C
yaygin olarak saptanirken, noninvaziv ve nonsteril drneklerde genotip A hakimiyeti
izlenmistir. Aktarilabilir grup-1 intron tasiyip tasimamalarina gore degerlendirildiginde
ise, hem invaziv ve noninvaziv grup hem de steril ve nonsteril grup arasinda anlamli fark

saptanmistir (sirasiyla p=0.031 ve 0.004).

Koyuncu ve ark. da yaptiklar1 calismada, istatistiksel olarak anlamli bulmamis
olmakla birlikte, bizim sonuclarimizda oldugu gibi kan izolatlar1 arasinda genotip B ve
C’nin, invaziv olmayan izolatlar arasinda da genotip A’nin daha sik oldugunu
saptamiglardir (73). Elde ettigimiz sonuglara gore, belli genotiplerin belli anatomik
bolgelere daha siklikla yerlesebilecegi, 6zellikle de intron bulunduran genotip B ve
C’nin kan dolasimini invaze etme yeteneginin diger genotiplerden daha fazla olabilecegi

yargisina varabiliriz (Tablo-10, p=0.039).

Farkli cografik bolgelerde, farkli hasta popiilasyonlarinda zaman igerisinde
genotip dagilimlarinin degisebildigi yapilan ¢aligmalarla da gosterilmistir (57,59,69,72).
Her ne kadar biz bu ¢aligmada belli genotiplerin belli anatomik lokalizasyonlardan daha

siklikla izole edildigini saptadiysak da, aksini gosteren de pek ¢ok yaym mevcuttur



(69,70,73). Bu da farkli lokalizasyonlardaki genotip dagilimmin degiskenliginin daha

cok konak kaynakli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismaya dahil edilen C.albicans kokenlerinden 60 tanesi, 26 hastaya ait
tekrarlayan veya farkli infeksiyon bolgelerinden izole edilen 6mekleri icermekteydi. Bu
omekler incelendiginde ayni hastaya ait farkli 6rneklerde ayni genotipin yaygin olarak
saptandigin1 gérmekteyiz. Ayni hastada, ayni C.albicans genotipine farkli zamanlarda ve
farkl1 infeksiyon bdlgelerinde rastlandi. Kan kiiltiiriinde Genotip C saptanan iki hastanin
idrar 6rneklerinde de Genotip C saptanirken, kaninda genotip A saptanan iki hastanin
idrar ve trakea kiiltlirlerinde de ayn1 genotip saptandi. Yine ayni sekilde kanda Genotip
B saptanan bir hastada da hem idrar hem de trakeasindan Genotip B izole edildi. Ancak
bunun yani sira diger 6rneklerinde lireme olmaksizin sadece kan kiiltiirlerinde her g
genotipinde saptandigi hastalar mevcuttu. Sadece invaziv o6rneklerde degil non invaziv
omekler icinde de benzer birliktelik gdzlendi. Ornegin ayn1 hastalara ait idrar-trakea,
BAL-balgam veya balgam-trakea gibi drnek ciftlerinde de ayn1 genotipler saptandi. Bu

veriler de endojen floradan kaynaklanan infeksiyonu destekler nitelikteydi.

Calismamizda, kan kiiltiirlerinden izole edilen ve invaziv o6rneklerde istatistiksel
olarak fark yaratan Genotip C izolatlar1, belirli bir zaman diliminde yogun bakim
iinitesinde yatan hastalardan izole edilmistir. Insanda hastalik olusturan C.albicans
tiirlerinin ¢ogu, konagin kendi flora elemanlandir. Ancak etken, ekzojen kaynaklardan
da viicuda almabilir. Diger drneklerinden izole edilmemis olmakla birlikte yalnizca kan
omeklerinden izole edilmesi nedeniyle bu kokenlerin ekzojen bir kaynaktan yayilmis

olabilecegini de diisiinebiliriz.

Calismamiz esnasinda, Genotip A izolatlart arasindaki farkli subtipler de izole
edildikleri bolgelere gore degerlendirilmistir (Tablo-11). Degerlendirilen 99 Genotip A
izolat1 igerisinde 84 (%84.8) gibi olduke¢a yiiksek bir oranda subtip a izole edilmistir.
Oldukca baskin olarak saptanan subtip a izolatlar farkli izolasyon bdlgelerinden ve
yaygin olarak tiim hasta gruplarindan izole edilmistir. Calismamizda BAL ve idrar

izolatlarindan sadece subtip a izole edilmistir. Subtip b ve d ise sadece trakeal aspirat



omeklerinde gosterilmistir. Kan kiiltiirii izolatlarinda subtip a ile birlikte daha az

olmakla birlikte subtip c, e ve g de saptanmustir.

Sonug olarak, hastanemize ait bu veriler, farkli anatomik lokalizasyonlardan izole
edilen suslarin genotipik dagiliminin gruplar arasinda anlaml fark olusturdugunu ve
invaziv olan ve olmayan Ornekler arasinda anlamli bir fark oldugunu gostermektedir.
Hastanemizde invaziv izolatlarda intron bulunduran Genotip B ve C anlamli sekilde
daha yiiksek bulunmustur. Ancak klinik 6rneklerinden C.albicans izole edilen hastalarda
bu yontemle genotiplendirme yapilmasi, birbiriyle c¢elisen sonuglar vermesi nedeniyle

invazivligi degerlendirmek icin tek basma yeterli gorlinmemektedir.

258 intron genotipleme yOnteminin bir ek avantaji da, heniiz lilkemiz i¢in ¢ok
yaygin ve dnem arz eden bir etken olmamakla birlikte, fenotipik yontemlerle C.albicans
izolatlart icerisinde yanlis tanimlanan C. dubliniensis kokenlerini dizi analizine gerek

kalmaksizin ayirabilmesidir.

Bir molekiiler tiplendirme yonteminin rutin laboratuvar calismalarina
uygulanabilmesi i¢in kolay, giivenilir, ucuz ve ayrim giiciiniin yiiksek olmasi gerekir. Bu
calismada kullanilan 25S intron analizi, bu Ozellikleri tasiyan ve kullanimi gittikce
yayginlagan bir yontemdir. Subtiplerle anatomik lokalizasyon ve invazivlik arasindaki
iliskinin belirlenmesi, genotiplerle antifungal duyarlilik ve viriilans faktorleri arasinda
baglant1 olup olmadiginin arastirilmasi i¢in sus sayisi ve gesitliliginin arttirilarak daha
genis kapsamli ¢aligmalara ihtiyag vardir. Boylece etkenin epidemiyolojik 6zelliklerinin
belirlenmesi ile uygun tedavi ve korunma protokolleri gelistirilmesine katkida

bulunulabilir.



SONUCLAR

1- Ocak 2007- Ocak 2008 tarihleri arasinda farkli servislerden gonderilen gesitli klinik

orneklerden izole edilen toplam 194 Candida albicans susu ¢aligsmaya alindi.

2- Suslarn 7371 (%37.5) yogun bakim birimlerinden, 27°si (%14.0) cerrahi bilimlerden
ve 94’1 (%48.5) dahili bilimlerden gonderilen 6rneklerden izole edildi.

3- Suslarin 75’1 (%38.7) idrar, 38’1 (%19.6) trakeal aspirat, 37’si (%19.1) balgam, 28’1
(%14.4) kan, 16’s1 (%8.2) bronkoalveolar lavaj kiiltiirlerinden izole edildi.

4- Yapilan 25S intron analizi sonucu degerlendirmeye alinan 194 C.albicans kokeninin
99°u (%51.0) Genotip A, 57’s1 (%29.4) Genotip B, 37’s1 (%19.1) Genotip C, 1’1 (%0.5)
Genotip D olarak tespit edildi.

5- Hastanemizden izole edilen C.albicans suslarinin genotip dagilimi, diger tlilkelerden

hatta lilkemizin degisik bolgelerinden de farklilik gostermektedir.

6- 25S intron genotipleme yontemiyle gosterilebilen ve C.dubliniensis’e ait olan

Genotip D bir 6rnekte saptanirken, diger bir genotip olan Genotip E bulunmamustir.

7- Genotiplerin izole edildikleri bolgelere gore dagilimi incelendiginde istatistiksel

anlamli fark saptanmistir (p=0.001).

8- 28 invaziv (kan kiiltiirii) izolatin 9’u (%32.1) Genotip A, 6’s1 (%21.4) Genotip B ve
13’1 (%46.4) Genotip C bulunurken, 165 non-invaziv (bronko alveolar lavaj, balgam,
idrar ve trakeal aspirat) izolatin 90’1 (%54.5) Genotip A, 51’1 (%30.9) Genotip B, 24’1
(%14.5) Genotip C olarak tespit edilmistir. invaziv ve noninvaziv izolatlar arasinda

genotip dagilimi agisindan fark saptanmistir (p<0.001).



9- Kirkdort steril (kan ve bronkoalveolar lavaj) izolatin 14’l (%31.8) Genotip A, 14’1
(%31.8) Genotip B ve 16’s1 (%36.4) Genotip C bulunurken, 149 non steril (balgam,
idrar ve trakeal aspirat) izolatin 85’1 (%57.0) Genotip A, 43’1 (%28.9) Genotip B, 21’1
(14.1) Genotip C olarak saptanmistir. Steril ve nonsteril izolatlar arasinda genotip

dagilimi agisindan fark saptanmistir (p=0.001).

10-Invaziv ve steril drneklerde Genotip C yaygin olarak saptanirken, noninvaziv ve

nonsteril 0rnekler arasinda Genotip A hakimiyeti saptanmuistir.

11-Ornekler, aktarilabilir grup-1 intron tastylp (Genotip B, C ve D) tasimamalarina
(Genotip A) gore degerlendirildiginde 28 invaziv izolatin 19’u (%67.9) intron
bulundururken, 9’unun (%32.1) intron tasimadigi tespit edilmistir. Non-invaziv
izolatlarda bu oranlar sirasiyla 76 (%45.8) ve 90 (%54.2) olarak bulunmustur. Iki grup
arasinda aktarilabilir grup-1 intron varligi yoniinden anlamli bir fark saptanmistir

(p=0.031).

12-Kirkdort steril izolattan 30’unda (%68.2) aktarilabilir grup-1 intron saptanirken,
14’tinde (%31.8) saptanmamistir. Non-steril grupta ise bu oranlar sirasiyla 65 (%43.3)
ve 85 (%56.7) olarak bulunmustur. Iki grup arasinda aktarilabilir grup-1 intron varlig
yoniinden anlamli bir fark saptanmistir (p=0.004).

13- Aktarilabilir grup-1 intron tasiyan genotipler invaziv ve steril 6meklerden daha

siklikla izole edilmistir. Intron varlig1 invazyonla iliskili bulunmustur.

14-Genotip A izolatlarinin subtiplerini gosterebilmek amaciyla Haelll ve Mspl
endoniikleaz enzimleriyle kesim yapildi. Restriksyon endoniikleaz analizi sonucunda 99
Genotip A C.albicans izolati, subtiplerinin dagilimma gore degerlendirildiginde;
84’1iniin (%85) subtip a, 3’linilin (%3) subtip b, 3’iiniin (%3) subtip ¢, 1’inin (%]1) subtip
d, 3’tiniin (%3) subtip e, 5’inin (%5) subtip g oldugu bulunmustur. Genotip A izolatlar

igerisinde belirgin bir subtip a hakimiyeti gézlenmistir.



OZET

Klinik Orneklerden izole Edilen Candida albicans Kokenlerinin Molekiiler Analizi

Dr. Melahat Giirbiiz

Son yillarda ozellikle HIV infeksiyonu, kemoterapi, transplantasyon gibi
nedenlere bagli immun sistemi baskilanmis hasta sayisinda artis olmasi mantar
infeksiyonlar sikliginda artis1 da beraberinde getirmistir. Etkenler arasinda, Candida

tiirleri, 6zellikle de C.albicans ilk siradaki yerini korumaya devam etmektedir.

Bu calismada, Pamukkale Universitesi Arastirma ve Uygulama Merkezi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilen, ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 194
C.albicans susu 25S rDNA’daki grup-1 intron bolgesini hedefleyen CA-INT-R ve CA-
INT-L primer ¢ifti kullanilarak tiplendirildi. Genotip A, B, C ve D sikliklan
strastyla %51.0, %29.4, %19.1 ve %0.5 olarak tespit edildi. Bu yontemle gosterilebilen
ve C.dubliniensis’e ait diger genotip olan Genotip E bulunmadi. invaziv (kan kiiltiirii,
n=28) ve non-invaziv (bronko alveolar lavaj, balgam, idrar ve trakeal aspirat, n=166)
izolatlar ayr1 ayr1 degerlendirildiginde; genotip sikliklari sirasiyla Genotip A %32.1-
%54.2, Genotip B %21.4-%30.7 ve Genotip C %46.4-%14.5 olarak tespit edildi. Invaziv
grupta istatistiksel olarak anlamli oranda Genotip C baskin bulunurken, non-invaziv
grupta Genotip A baskin idi (p<0.001). Aktarilabilir grup-1 intron tastyip
tagimamalarina gore degerlendirildiginde, invaziv ve non-invaziv grup arasinda anlamli

fark saptandi (p=0.031).

Sonug olarak hastanemizde invaziv izolatlarda, intron bulunduran Genotip B ve C
anlamli sekilde daha yiiksek bulundu. Klinik 6rneklerinden C.albicans izole edilen
hastalarda bu yontemle genotiplendirme yapilmasi, birbiriyle ¢elisen sonuglar vermesi
nedeniyle invazivligi degerlendirmek igin tek basina yeterli gdériinmemektedir. 25S

intron genotipleme yonteminin ek bir avantaji da, fenotipik yontemlerle C.albicans



izolatlart igerisinde yanlis tanimlanan C.dubliniensis kokenlerini dizi analizine gerek

kalmaksizin ayirabilmesidir.

Genotiplerle anatomik lokalizasyon ve invazivlik arasindaki iligskinin belirlenmesi,
antifungal duyarlilik ve virlilans faktorleri arasinda baglantt olup olmadiginin
aragtirilmasi i¢in sus sayisi ve c¢esitliliginin arttirilarak daha genis kapsamli ¢aligmalara
ihtiyag vardir. Bdylece etkenin epidemiyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi ile uygun

tedavi ve korunma protokolleri gelistirilmesine katkida bulunulabilir.

Anahtar Sozciikler: Candida albicans, Genotiplendirme, PCR, 25S



SUMMARY

Molecular Analysis of Candida albicans Isolates from Clinical Specimens

Dr. Melahat Gurbuz

The increasing population of immunocompromised patients due to HIV infection,
chemotherapy, organ transplantation and the common use of indwelling intravascular
devices have significantly increased the incidence of fungal infections. Candida species,

especially Candida albicans is still the most frequently isolated pathogen.

In this study, a total of 194 C.albicans strains, isolated from various clinical
specimens sent from Research and Training Center of Pamukkale University, were
genotyped by using CA-INT-R and CA-INT-L primer pairs designed to span the region
that includes the side of the transposable group-1 intron in the 25S rDNA gene. The
frequencies of Genotypes A, B, C and D were found as 51.0%, 29.4%, 19.1% and 0.5%,
respectively. Genotype E, the other genotype which represents C.dubliniensis was not
found. When invasive (blood culture isolates, n=28) and non-invasive (broncho alveolar
lavage, sputum, urine and tracheal aspirate, n=166) isolates were compared, the
genotype frequencies were as follows; Genotype A: 32.1%-54.2%, Genotype B: 21.4%-
30.7% and Genotype C: 46.4%-14.5%. Statistically significant difference was observed
between invasive and non-invasive groups (p<0.001), genotype C was more prevalent
among invasive isolates whilst genotype A in non-invasive ones. When compared
according to the presence of the group-1 intron, significant difference has been found

between invasive and non-invasive groups (p=0.031).

As a result, Genotype B and C which carry group-1 intron were found
significantly more prevalent among invasive isolates in our hospital. Genotyping
C.albicans isolates from clinical specimens of patients only by using this method, was

not seem to be an adequate marker to determine invasiveness with those conflicting



outcomes. The additional advantage of 25S intron analyse was the differentiation of

C.dubliniensis from C.albicans isolates, without the need for sequence analysis.

Large scale studies must be performed on isolates from various clinical specimens
in order to understand the relation between anatomical localization and invasiveness,
and association between antifungal susceptibility and virulence factors. It may contribute
to develop appropriate therapy and conservation protocols by determining

epidemiological features of the ethiological agent.

Key Words: Candida albicans, Genotyping, PCR, 25S
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