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OZET

Yiksek Lisans Tezi
Candida TURLERININ MOLEKULER TEKNIiKLERLE TiPLENDIRIiLMESI
Emrullah AKSAKAL

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Genel Biyoloji Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Ozlem BARIS

Bu calismada Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina ait kiiltiir
koleksiyonundan alinan Candida tiirleri kullanilmigtir. Alinan 60 adet Candida izolatlarinin
tan1 ve karakterizasyonu; konvensiyonel (morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testler) ve
molekiiler yontemlerle yapilmis olup tir diizeyinde tamilanmustir. Spesifik primerler
yardimiyla RAPD - PCR molekiiler tiplendirme metodlar1 kullanilarak 60 Candida tiirtiniin
akrabalik dereceleri belirlenmistir. Bu amagla yapilan ¢alismada dort farklit DNA izolasyon
teknigi denenerek Candida tiirleri i¢in en uygun DNA izolasyon metodu belirlenmistir.
Izolasyonu yapilan ve RAPD — PCR yontemi ile tiplendirilmeye ¢alisilan Candida’larm
istatistiki olarak degerlendirmeleri yapilmis ve C. albicans’in merkezde %35, ve tim
dendogramda %57 oraninda dagilim gosterdigi ve tim Candida’lar iginde merkezi konumda
yer aldigi belirlenmistir. Bununla birlikte tim Candida’lara oranla %3,3 oraninda C.
guilliermondii, %5 oraninda ise C. pseudotropicalis, C. albicans’lara yakin o6zellikler
gostererek C. albicans gruplari iginde yer almislardir. Ayrica %3,3oraninda C. geotrichum,
hem C. glabrataya hemde C. tropicalis’e 1. Derece, C. albicans’lara ise 2. derece yakin
akrabalik gostermistir. C. glabrata’ya ait iki farkli grup, zit kutuplarda yer alarak C.
albicans’lara akrabalik derecelikleri bakimindan uzak yerlesim gostermiglerdir. C. krusei
tiirleri’de %3,3 ve %5 oranlarinda iki farkli grup olarak zit kutuplarda ve C. albicans’lara
akrabalik yoniinden yakin derecede yer almiglardir. C. parapisilosis tiirlerinin ¢aligmada
kullanilan tim Candida’lara oran1 %8 olup, en uzak akraba oldugu saptanmistir. Ayni
tirlerin farkli gruplarda yer alan bireyleri i¢in farkli suslar olabilecegi degerlendirmesi
yapilmustir.

2016; 76 sh
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ABSTRACT

Master Thesis
TYPING CANDIDA SPECIES WITH MOLECULAR TECHNIQUES
Emrullah AKSAKAL

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Science of General Biology

Supervisor: Dog. Dr. Ozlem BARIS

Candida species, which are taken from culture collection belonging to
microbiological laboratory, Atatiirk University faculty of medicine, have been used
in this research. The diagnosis and characterisation of obtained isolates have been
done with convectional (morphological, physiological and biochemical tests) and
molecular methods, and 60 candida species have been taken as diagnosed at the
species level. The degree of affinity of 60 candida species has been determined by
the help of specific primary by using RAPD - PCR molecular typing procedures. For
this purpose, most efficient method that can be used for DNA isolation of candida
species, has been determined by proving four different DNA isolation techniques.
The Candida, which were insulated and tried to typing with RAPD — PCR, have been
statistically evaluated and they have shown that they fall into the centre among all
Candida by ranging at the rate of %35 in centre of C. albicans and at the rate of %57
in all dendograms. In addition, compared to all Candida; they have taken part at the
rate of %3,3 in C.guilliermondii, %5 in C. pseudotropicalis and C. albicans by
showing similarity with C. albicans. Besides, they have shown primary affinity with
both C. glabrata and C. tropicalis, and at the second rate with C. albicans and also at
the rate of %3,3 with C. geotrichum. Two different groups C. glabrata which are at
the rate of %1,6 and %3,3 compared to all Candida and belonging to C. glabrata,
have shown away habitat in terms of the degree of affinity to C. albicans by being
poles apart. Species of C. krusei in poles apart as two different groups at the rate of
%3,3 and %5, have takes part near to C. albicans in terms of affinity. Species of C.
parapisilosis's rate is %8 compared to all Candida which are used in the research,
and it has been determined that they are the most distant relatives. It has been
evaluated that there can be different strains for the individuals of the same species in
different in groups.

2016; 76 pages

Key Words: Candida, RAPD - PCR, DNA Isolation, Dendogram
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1. GIRIS

Candida tiirleri dogada yaygin olarak goriilen maya mantarlari olup cansiz yiizeylerde,
kuslarin sindirim kanallarinin normal florasinda ve bir¢ok bitkide bulunmakla birlikte
insanlarda; deri, sag, oral veya vajinal kanalin yiizeyel enfeksiyonlar1 ve hayati tehdit
eden sistemik enfeksiyonlarla iligkili, en yaygin insan mantar patojenleridir (Sardi 2013;
Yarar 2014). insan viicudunun normal florasinda yer alabilen Candida tiirleri 6zellikle
immiin yetmezlikli hastalarda ciddi enfeksiyonlara neden olmaktadir (Hazen 2009;
Giiltekin 2010). Bugiine kadar 250.000 tiire sahip oldugu bilinen mantarlar icerisinde
dermatofitler ve baz1 Candida tiirleri de dahil olmak {izere 200 civari mantar tiiriiniin
insan ve hayvanlar tizerinde patojen etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Bunlarin diginda
saglikli bireylerde hastaliga neden olmadigi bilinen bazi mantar tiirleri, immiin
yetmezlikli hastalarda firsat¢1 patojen Ozellik gosterebilmektedir (Ustagelebi 1999;
Gayibov 2014).

Bu firsatg1 patojenlerinde i¢inde bulundugu maya taksonomisine ait kurallar uluslararasi
botanik isimlendirme kodlar1 (International Code of Botanical Nomenclature-ICBN)
tarafindan diizenlenmekte olup, bunlarin yapilari ve olusum bigimleri mantarlarin
smiflandirilmalarinda temel olusturmaktadir. Candida ismi 1959’da Montreal’de
“Uluslararas1 Botanik Kongresi’nde” Basidiomycota’ ya ait olanlar ayri tutularak
Ascomycota icine alinmigtir. Candida tiirleriyle ilgili hem klasik hem de molekiiler
aragtirmalar; Candida tiirlerinin teleomorflarinin kesfedilmesini ve genus igindeki bazi
tirlerinde asamali olarak silinmesini saglamistir. Candida tiirleri sistematik olarak
Ascomycota subesinin, Hemiascomycetes sinifinin, Saccharomycetales takimi ve

Candidiaceae familyasi i¢inde bulunurlar (Gtiltekin 2009; Turan 2014).

Genel olarak bakildiginda Candida hiicreleri oval, ince duvarl, hareketsiz, kapsiilsiiz
yapidadir. 1-3 X 4-6 um boyutlarinda, Gram o6zellik bakimindan pozitif olan
Candida’lar lateral tomurcuklanma ile eseysiz ireyen fakiltatif anaerob

mikroorganizmalardir. Candida’lar yaygin maya formlarindan farkli olarak canli



dokularda ve kiiltiirlerde gercek veya yalanci hif olusturabilirler. Candida tiirlerinin
cogu yalanci hif olustururken, C. albicans, C. norvegensis ve C. dubliniensis tiirlerinin

gercek hif olusturma 6zellikleri mevcuttur (Calderone 2002).

En sik karsilasilan tiir C. albicans olmakla birlikte klinik a¢idan énemli olan Candida
tirleri; C. tropicalis, C. lusitaniae, C. parapsilosis, C. krusei, C. guilliermondii,, C.
glabrata C. kefyr, C. dubliniensis siklikla saptanan tiirler arasindadir. Nadiren goriilen
Candida tirleri ise C. famata, C. utilis, C. inconspicua, C. lipolytica, C. rugosa, C.
intermedia, C. haemulonii, C. norvegensis, C. catenulata, C. viswanathi, C .lambica ve
C. zeylanoides 'tir (Hazen 2009).

Steril viicut sivilarinda (BOS, Kan, periton, plevral, ve prekardial sivilar) veya doku
orneklerinden izole edilmeleri ve tiretilmeleri ya da kiiltiirlerde fazla sayida olmalari
onem arz etmekte ve kaygiyla karsilanmaktadir. Hastalik belirtileri olmaksizin idrar,
balgam, feges ve vajenden az sayida izole edilmeleri durumunda ise, immiin yetmezlikli

hastalar disinda tedaviye ihtiya¢ duyulmamaktadir (Giiltekin 2009).

Son yillarda steril viicut sivilarinda Candida varliginin saptanmasi énem kazanmistir.
Ozellikle immiin yetmezligi olan hastalarda ve bilingsiz antibiyotik kullanimi nedeniyle
saglikli bireylerde fungal enfeksiyonlarin goriilme sikligi artmistir. Kanser nedeniyle
Olen hastalarin otopsi raporlar1 incelendiginde bu hastalarin %50’den fazlasinda
Candida enfeksiyonu, %33 Aspergillus enfeksiyonu, bazilarinda Cryptococcus ve son

donemlerde de Fusarium enfeksiyonlar goriilmektedir (Anaissie 1992; Walsh 1992).

Yapilan ¢alismalarda son on yilda hastane kokenli dolagim sistemi enfeksiyonlari
arasinda kandidemi sikliginin bes kat arttig1 ve Candida’ larin en sik rastlanan doérdiincii
etken oldugu belirtilmektedir. Son yillarda hastane kokenli kandidemi sebebiyle 6liim
oranlar1 %33-75 arasinda degismektedir (Uzun 2000; Marchetti 2004).

Mantar hastaliklarinin etkenlerinin tanilanmasinda, dogrudan mikroskobik inceleme ve

kiltir ekim - degerlendirme yontemleri giiniimiizde halen Onemlerini korumasina



ragmen bu yontemlerde siirenin uzun olmasi ve her zaman dogru sonug vermemesi ve
baz1 mantar tiirleri i¢in uygulama ve yorumlamanin zor olmasi ciddi bir dezavantajdir.
Bu yontemlerin aksine daha hizli, duyarlilik ve ozgiilliikleri yiiksek yeni tanilama
yontemlerinin  kullanilmast mikroorganizmalarin dogru tanilanmasi ve hastaya
uygulanacak etkin tedavinin belirlenmesinde biiyliik 6nem arzetmektedir (Cerikgioglu
2003; Saragli 2005).

Son yillarda DNA c¢ogaltma yontemlerinin gelismesi bu giigliiklerin ¢dziimlenmesinde
onemli bir adim olarak dikkatleri ¢ekmektedir. Mantar enfeksiyonlarinin molekiiler
olarak tanilanmasi ya dogrudan hastadan alinan Orneklerle ya da kiiltiir ortaminda
yetistirilen mikroorganizmalarla gergeklestirilebilmektedir (Cerikgioglu 2003; Sarach
2005).

Molekiiler tanilamanin ilk asamasinda Oncelikle, hastada kusku duyulan mantar
enfeksiyonunun varliginin kanitlanabilmesi, ikinci asamada ise enfeksiyon etkeni olan
mantar ve/veya mantarlarin izole edilerek tiir diizeyinde tanilanmasi gerekmektedir.
Mantarlarin genotip calismalarinda, proteinleri kodlayan intron bolgeleri ve ribozomal
DNA (rDNA) gibi protein kodlamayan gen bolgeleri hedef olarak kullanilmaktadir
(Cerikgioglu 2003; Saragli 2005).

Mantar tiirlerinin genetik 06zelligi ve tiirler arasindaki genetik iliskinin diizeyini
belirlemek i¢in rRNA dizini, mitokondrial DNA ve diger niikleer DNA zincirlerinin
analizleri kullanilmaktadir. Filogenetik arastirmalar sayesinde bircok anamorfik (eseysiz
iireyen) ve Ascomycota veya Basidiomycota gibi telemorfik (eseyli tireyen) 6zelliklere
sahip organizmalar arasinda yakin genetik iliski bulundugunun ortaya koyulmasi, ¢ok
sayida hastalik yapabilme Ozelligine sahip ve g¢iiriik¢lil mantar gruplarma ait DNA
yapilarinin uluslararasi veri tabanlarina girilmesi ve soy gelisim (akrabalik) iligkilerinin
daha 1iyi anlagilmasi gibi bilimsel gelismeler, mantar hastaliklarinin hizli DNA-tabanl

testlerle tanilanmasina biiyiik katki saglamistir (Gene 1996).



Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), duyarlilik ve 6zgiilligii yiiksek olan onemli bir
yontemdir. Kullanim1 giderek artan bu yontem sayesinde; klinik orneklerden etkenin
saptanmasi, izole edilen susun ve alt tiplerinin tanilanmasi miimkiin olmaktadir. PCR
yonteminde birden fazla tiire 6zgii primer ¢iftinin kullanilmasi sonucunda multipleks
PCR testi gelistirilmistir. Bu teknikte, ilk basamakta genis 6zgiilliigli olan DNA {iriinii
cogaltilir ve daha sonra bu {irlin tiire-6zgli primerler ile reaksiyona sokulur, DNA
tiriinleri jel tlizerinde elektroforez yontemi ile yliriitiilmesi sonucunda farkli bantlar
olusturur. Sonugta ele gecen lirlin, sadece s6z konusu tiir agisindan amaclanan bolgeye

0zel olmaktadir (Ausubel 1995; Zhao 2001; Ar1 2004).

Genel olarak hastanelerin mikrobiyoloji laboratuvarlarina gelen klinik Orneklerde
tireyen Candida tiirlerinin molekiiler agidan incelenmesi ve tiir diizeyinde tanilanmasi
tedavi siireci ve Candida popiilasyonlarinin belirlenmesi klinik agidan oldukga
kiymetlidir. Bizim tez calismamizda; Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen c¢esitli klinik orneklerden izole edilen ve
klasik metodlarla tanilanan Candida’larin, farkli primerler kullanilarak molekiiler
diizeyde tiplendirme, genotipleme ve akrabalik derecelerinin kiyaslanmasi

amaclanmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Tarihge

Ik caglardan itibaren mantarlarin deri, sa¢ ve tirnakta hastaliga neden olmalari
hekimlerin dikkatini ¢ekmis olsa da bunlar hakkindaki esasl bilgiler, diger birgok bilim
dalinda oldugu gibi 19. yiizyilda netlesmeye baglamistir (Ainsworth 1986).

Mantar hastaliklarina ait bilinen en eski bilgiler Hindu kutsal yazitinda (Samhita, M.O
2000-1000) bulunmakla birlikte tarihgesi Hipokrat’a (Hippocrates MO 460- 337) kadar
uzanmaktadir. Etkenin kesfi ise bundan asirlar sonra, 1839°da Almanya’da Bernhard
Rudolph Conrad von Langenbeck tarafindan gerceklestirilmistir. Arastirict Tifo etkeni
bulunan bir hastanin agzindaki pamukguk lezyonundaki kazintida mantar gozlemlemis,
fakat gordiigli mantan tifiisiin etkeni seklinde yorumlamistir. Pamukgugun etkeni olarak
mantarin tarifi 1842 yillarinda Gruby tarafindan yapilmis olup, Sporothricum tiirii
olarak siniflandirilmistir. Bu nedenle tip mikolojisi Gruby ile baslamistir. 1842°de Berg
tarafindan deneysel olarak oral aft modeli olusturularak bu konudaki ilk ve en 6nemli
adim atilmig, bu organizma 1843 yilinda Rubin tarafindan Oidium albicans olarak

isimlendirilmistir (Yegenoglu 2002).

1849°da Frank ve Wilkinson, agizdaki lezyonun genital organlarda da bulunabilecegini
ortaya koymustur. 1888’de Hansen bu mantara Monilia, 1890°da Zopf, Monilia
albicans ve en son 1923’de Berkhout; Candida albicans adlarimi vermislerdir.
Gruby’nin pamukguk tarifinden 2 yil sonra 1844 yilinda Bennett tiiberkiiloz
enfeksiyonu olan bir hastanin balgaminda Candida albicans gibi goriinen bir mantarin

mikroskop altinda tespit ettigi 6zelliklerini resimlemistir (Yiicel 1999).

Candida tiirlerinin baska organlara da yerlesebildikleri ve hastaliga sebep olduklar1 20.
ylizyilin basinda tarif edilmistir. 1907°de Jacobi; dermatiti, 1910°da Rafin; sistiti,
1912°de Castellani; bronkoalveolar kandidiyazi, 1923’de Forbes; kronik mukokutanz



kandidiyaz hastaliklarin1 tanimlamis ve 1923’te Roth Berkhout, pamukguk etkeni olan
mikroorganizmanin bir Monilia tiirli olmadigin1 bildirmis ve jenerik isim olarak

Candida’y1 6nermistir (Bilgehan 1986).

1940’ yillarda genis spektrumlu antibiyotiklerin kullanimiyla birlikte mantar
hastaliklarinin ve 6zellikle Candida enfeksiyonunun 6nemi artmigtir. Mantar hastaliklari
ve Candida enfeksiyonlarinin 6nlenmesine karsi organizasyonlar ve ilk komiteler ancak
1970°li yillarda ABD ve Ingiltere’de kurulmustur. Ocak 1970’de CDC (Center for
Diseases Control and Prevention) ABD’deki ulusal hastane enfeksiyon verilerini
toplamak ve analiz etmek amaciyla NNIS (National Nosocomial Infection Surveillance)
sistemini kurmustur (Yiicel 2002).

2.2. Mantarlarin Genel Ozellikleri

Mantarlar dogada yaygin olarak bulunmakta ve yaklagik 250.000 kadar farkli tiir
icermektedir. Dogada bulunan bu mantar tiirlerinden yaklagik 200 tanesi insanlarda
hastaliga neden olmaktadir. Ozellikle son 20 yil igerisinde immiin yetmezlikli,
kemoterapétik ilag kullanan, transplantasyon yapilan ve uzun siire hastanede yatan

hastalarda ciddi enfeksiyonlara neden olmasi ile mantarlar olduk¢a dnem kazanmistir

(Sani¢ 2006; Susever 2006; Gayibov 2014).

Mantarlar 6karyotik canlilardir ve fotosentetik pigment ihtiva etmemeleri ile bitkilerden
ayrilirlarken hiicre duvarlarina sahip olmalari ile de hayvanlardan ayrilmaktadirlar.
Prokaryotlardan daha yiiksek organizasyon gosteren bu canlilar vejetatif yapilar
silindirik, tipsii iplikgiklerden meydana gelmis spor meydana getiren Okaryotik
mikroorganizmalardir. Boyut olarak bakterilerden daha biiyiiktiirler (mayalar 3-10pm,
kiifler morfolojilerinden dolayr kesin olarak bilinmemekle beraber mayalardan
biiyiiktiir). Niikleuslar1 bir zarla g¢evrili olup birden fazla kromozoma ve nukleolusa
sahiptir. Sitoplazma zarlarinda sterol bulunan mantar hiicreleri mitokondri, endoplazmik
retikulum, golgi aygit1 ve ribozom (80S) gibi hiicre organellerine sahiptirler (Colakoglu

1999; Warnock 2009; Turan 2014).



Biiyiik cogunlugu toprakta yasayan mantarlarin en 6nemli islevleri organik atiklarin
(bitki, hayvan, besin vb.) parcalanmasi ve yapt taslarinin dogaya tekrar
kazandirilmasidir. Cogu zorunlu aerob veya fakiiltatif anaerob olan mantarlar kendi
besinlerini iiretememeleri nedeniyle karbon kaynagina muhtacgtirlar ve bu ihtiyaglarini
ekstraseliiler enzimleri sayesinde organik atiklar ya da patojen olarak yer aldiklar1 canli

dokulardan karsilamaktadirlar (Levinson 2004; Izci 2008; Gayibov 2014).

Mantarlar belirli 6zellikleri ile bitki, hayvan ve bakterilerden kolaylikla ayirt

edilebilirler mantarlara iliskin sekiz temel 0zellik su sekilde siralanmaktadir.

+ Gergek bir ¢ekirdege sahiptirler (6karyot).

* Sporlar/ konidiyumlar olustururlar.

» Klorofil igermezler (kemoheterotrof).

» Eseysiz ve / veya eseyli lirerler.

+ Flamant6z yapilar olustururlar (Kiif Mantarlari).

* Hiicre duvarlar: vardir.

+ Sitoplazmalarinda zarla gevrili niikleus ve organeller bulunur.
« Gram pozitiftirler (Inci 1999; izci 2008)

Mantar hiicresinin duvarlart %90 karbohidratlardan, %10 - 20 protein ve
glikoproteinden olusmaktadir. Karbohidratlar ise mannan, glukan, galaktan, kitin
polimerleri ve/veya seliilozdan olugmaktadir. Hiicre zar1 iki tabakali olup, fosfolipid,
sifingolipid, glikoprotein ve sterol igerirken hiicre zarindaki ergosterol, antifungal
ilaglarin glivenle kullanimin1 saglamaktadir. Bazi mantar tiirlerinde polisakkarid

yapisinda kapsiil bulunabilmektedir (Cerikoglu 2002; Sani¢ 2006; Izci 2008).

Morfolojik yapilarina goére mantarlar kiif ve maya olmak iizere iki grupta
incelenmektedir. Kiif mantarlar1 genellikle oda 1sisinda tirerler, 2 - 10 mm c¢apinda hif
ad1 verilen ipliksi yapilardan olusmaktadir. Hifler bir araya gelerek miselyum adi

verilen kadifemsi, tiiysii yapilart meydana getirirler (Willke 2002).



Maya mantarlar1 genellikle tek hiicreli ve tek ¢ekirdeklidir. Yuvarlak, oval veya uzamis
hif benzeri goriinimde olabilmektedir. Mayalar kati besiyerlerinde 37°C’de iki-ii¢
giinde opak, beyaz veya cogu kez krem renkte, yuvarlak, keskin smirli, tereyagi
kivaminda koloniler olusturur, kapsillii mantarlarda ise mukoid koloniler

gozlenmektedir (Yiiksekkaya 2009).

Mayalar, makroskobik olarak bakteri kolonilerine benzemekle birlikte krema
kivamindadirlar. Gram boyanma 6zellikleri pozitiftir. Mayalar tomurcuklanarak
boliinmektedir. Bazi durumlarda tomurcuklanmis olan maya hiicreleri kopmayarak
uzamaya devam ederler bu yap1 kiiflerin olusturdugu hif yapilarina benzedigi igin
yalanct hif (pseudohif) olarak adlandirilir. Kiiflerin olusturdugu hiflerde bogumlar
bulunmazken yalanci hiflerde bogumlar olusmaktadir (Karalt1 2011).

Kiif ve maya formu disinda; bazi tiirler, besin igerigi, CO, basinci, 1s1, oksidasyon-
rediiksiyon potansiyeli gibi ¢evre sartlarinin durumuna bagli olarak her iki sekilde de
ireyebilirler boyle tiirler dimorfik mantarlar olarak adlandirilmaktadir. Dimorfik
tirlerin 26 °C’de kiif seklinde 35 — 37 °C’de ise maya seklinde tiredikleri bilinmektedir.
Dimorfik mantarlarin tamami patojendir (Willke 2002; Sani¢ 2006).

2.3. Mantarlarda Ureme

Mantarlar sporlanma (sporulasyon), eseysiz (aseksiiel) ve eseyli (seksiiel) olarak tireme
yetenegine sahiptirler. Mantarlarda eseysiz lireme suda yasayanlarda zoosporlarla,
karada yasayanlarda ise spor veya konidilerle olur. Yasam dongiisiinii sularda devam
ettiren mantarlarin sporlarinda var olan flagellumlar, bu mantarlar1 uygun ortamlara
tasir ve hareketlerini saglarlar. Sporlar renksiz, sar1, kirmizi, yesil, siyah renklerde ve
kiiresel, oval, silindirik, iplik, bobrek, ig sekillerinde olabilmektedir. Sporlar hifin
ucunda veya sporangium adi verilen keselerde olusmaktadir. Miselyumlar yeterince
gida depo etmeleri ve olgunlasmalar1 halinde ¢evresel kosullar da sporulasyona uygun

ise hiflerde ¢esitli sekillerde sporlar gelisir (Colakoglu 1999; Karalt1 2006).



Mantar sporlari, ¢evre sartlarina karsi olduk¢a dayaniklidirlar. Bu sebeple, dogada uzun
yillar canliliklarini siirdiirebilirler. Olgunlasan sporlar hiflerden ayrilarak serbest hale
gelir. Uygun kosullarda ¢imlenerek kendi tiirlerine 6zgii mantarlar1 olusturmaktadirlar.
Mantar sporlar1 ¢cok farkli renkte ve bicimdedirler. Bu 6zellik, mantarlarin teshisinde

oldukc¢a 6nemlidir (Karalt1 2011).

2.3.1. Eseyli iireme

Eseyli iireme mayoz boliinme temeline dayanmaktadir. Eseyli spor c¢esitleri ise

zigospor, askospor, bazidyospor ve oospor dur.

Zigospor; Uygun iki hifin ucundaki &zgiin hiicrelerin yanyana gelmesi, aradaki
bolmelerin kaybolmasi ve hiicrelerin birlesmesi (flizyon) sonucu olusan kalin ¢eperli

yeni hiicrelerdir (Yegenoglu 2002).

Askospor; Askus i¢inde yer alan; anteridyum ve askogonyumun birlesmesi sonucunda

olusan sporlardir (Yegenoglu 2002).

Bazidyospor; Uygun iki hiicrenin birlesmesi sonucunda; hiflerin ucundaki bazidiyum

tizerinden ¢ikan dort sapin her biri iizerine yerlesmis sporlardir (Yegenoglu 2002).

Oospor; Anteridyum ve oogonyumun kopriiler araciligr ile birleserek olusturduklar

kalin duvarli yeni sporlardir (Yegenoglu 2002).

2.3.2. Eseysiz iireme

Eseysiz ilireme mitoz bdliinme temeline dayanmaktadir. Eseysiz spor cesitleri
Artrokonidya, blastokonidya, klamidokonidya, konidyospor ve sporanjiyospordur
(Susever 2006).
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Artrokonidya; Dikdortgen ya da fig1 goriinlimiinde olan sporlar 6zellikle bolmeli hif
olusturulan mantarlar tarafindan siklikla hifin pargalanmasi sonucunda meydana

getirilir.

Blastokonidya; Ana hiicreden bir tomurcuk seklinde olusan ¢ikintidir (Yegenoglu
2002).

Klamidokonidya; Sitoplazmanin yogunlagmasi ile olugmus, 1s1 ve kurakliga direngli
kalin duvarli sporlardir. Hiflerin uglarinda yer aldiginda “terminal”, ortasinda
bulundugunda “interkalar”, yan kisimlarinda bulundugunda ise “sesil” klamidokonidya

olarak isimlendirilirler (Yegenoglu 2002).

Konidyospor; Hiflerin ucunda bulunan serbest sporlardir. Olustuklar1 hiflere farkli
sekillerde baglanirlar. Bu sporlar ¢ok hiicreli ve biiyiik ise makrokonidyum; tek hiicreli
ise mikrokonidyum adini alirlar. Bazen de boncuk goriinlimiinde dizilim gosterirler

(Yegenoglu 2002).

Sporangiyospor; Sporangiyofor olarak tanimlanan bdlmesiz hiflerin ucundaki ince

duvarli sporanjiyum denen keseler iginde yer alan hiicrelerdir (Yegenoglu 2002).

2.4. Mantarlarin Simiflandirilmasi

Mantarlar oncelikle bitkiler igerisinde siniflandirilmislar ancak hiicre yapilarina gore
canlilarin besinci alemi olarak kabul edilmis ve iireme bicimleri, yapilari, yasam
dongiileri ve fizyolojik oOzelliklerine gore smiflandirilmislardir.  Mantarlarin
isimlendirilmesi  “International Code of Botanical Nomenclature” tarafindan

yuriitiilmektedir (Ttimer 2011).

Yeryiiziindeki mantarlar spor yapilarina, hif yapilarina, esey ozelliklerine gore 5

taksonomik siifa ayrilirlar. Bunlar Oomycetes, Zygomycetes, Ascomycetes,
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Basidiomycetes ve Deuteromycetes (Fungi Imperfecti) smiflaridir. Oomycetes sinifi
disindakiler insanda hastalik olusturan mantar cinslerini i¢cermektedir. Eseyli iiremesi
saptanamayan mantarlarin timii Deuteromycetes (Fungi imperfecti) sinifinda

incelenmektedir (Murray 2005).

2.5. Candida’larin Genel Ozellikleri

Candida tiirleri insanlar1 etkileyen en yaygin fungal patojenlerdir. Candida tiirleri; deri,
sag, oral veya vajinal kanalin ylizeyel enfeksiyonlari ve hayati tehdit eden sistemik
enfeksiyonlarla iligkili fungal bir patojen olmasina karsin insan viicudunun normal
florasinda yer alabilmektedir. Dogum sirasinda veya dogumdan hemen sonra
yenidogana bulasarak viicut florasi icerisindeki yerlerini alirlar. Normal bireylerin %30
- 50’sinin agzinda ve gastrointestinal kanalinda var olduklar1 bilinen bu
mikroorganizmalar, bazi hazirlayict faktorlerin varliginda invaziv olmayan yiizeyel

ve/veya derin dokular tutan enfeksiyonlara neden olurlar (Ttiimer 2011; Sardi 2013).

Candida tiirleri, klinik 6rneklerde ve kiiltiirlerinde, 3 - 6 um biiytikliiglinde oval veya
yuvarlagimsi, tomurcuklanan hiicreler (blastokonidyum veya blastosporlar) olarak
goriilen, maya seklinde funguslardir. Ayrica tiirlerin ¢ogu, yalanct hif (psodohif) de
olustururlar. Yalanci hif, arka arkaya tomurcuklanan blastokonidiyumlarin birbirinden
ayrilmayip uzayarak ve aralarinda bogumlar olusturarak yaptiklart bir hiicreler
zinciridir. Yalanct hif maya hiicresinin ¢ogalma sirasinda olusturdugu bir ara formdur.
C. glabrata harig, tiimii uygun kosullarda yalanci hif iiretebilmektedirler. Ger¢ek hif
bogumlanma goéstermez, duvarlari birbirine paralel olup septa olustururlar. C. albicans
37 °C’de in vitro olarak birkag saat i¢inde ¢imlenme borusu iiretimi ile maya formundan
derin dokulara gegebilen agresif bir form olan hif fazina doniisebilmektedir (Hazen

2009; Gayibov 2014).

Cimlenme borusu (germ tiip) bir blastokonidyumun kenarindan baglayarak biiyiiyen,
blastokonidyuma baglanan bélgelerinde bogumlanma goriilmeyen, silindirik filament6z

yapilardir (Timer 2011).
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Sekil 2.1. C. albicans germ tiip Sekil 2.2. Candida spp.

Candida tiirleri arasinda C. albicans ve ¢ok daha seyrek izole edilen C. dubliniensis ve

C. norvegensis gercek hifler de olusturabilirler (Ttimer 2011).

Candida tiirleri, SDA gibi basit ve rutin besiyerlerinde oda 1sisinda ve 37 °C’de
24-48 saatte iireyerek genellikle krem rengi veya kirli beyaz renginde, tipik sekilde
maya kokan, diizgiin ylizeyli, gobekli ve uzayan, inkiibasyonla birlikte kivrimli hal alan,
genellikle parlak koloniler olustururlar. Birkag istisna tiirleri disinda, Candida cinsi
icindeki mayalarin makroskobik ve mikroskobik ozellikleri farklilik gostermez. Bakteri
iretiminde kullanilan genel iiretim besiyerlerinde kolaylikla iireyebilirler. Bu yiizden,

geng kiiltiirlerde, kolonileri bakteri kolonileri ile karisabilmektedir (Poyraz 2006).

Tiirler arasi morfolojik farkliliklar ancak, misir unlu (corn meal) agar gibi 6zel
besiyerlerinde saptanabilir. Kiiltiir i¢in alinan 6rnekler etiivde hem 26 °C’de hem de 37
°C’de ayn ayr inkiibe edildiklerinde, 37 °C’de iireyememe saprofit ozelligi ortaya
koyarlar. Patojen Candida’larin ¢ogu hem 26 °C hem de 37 °C’de iireyebilirler.
Mayalarin lireyebilmesi i¢in besiyeri ortaminda glukoz, amonyum tuzu, fosfat, biotin ve
serbest metallerin (Fe, Zn, Ca gibi) bulunmasi, ortam pH’inin 2-8 arasinda olmasi

yeterlidir ve tiretildikleri ortamda (%95 - %100) neme ihtiya¢ duyarlar (Tiimer 2011).
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Kiiltiirlerde maya kolonilerinin ayirt edilmesinde potasyum hidroksit, kalkoflor beyazi
floresan boyama kullanilmaktadir. Bu yontemle maya hiicre duvarindaki kitin ve
seliiloza nonspesifik baglanan kalkoflor beyazi floresan boya yesilden maviye degisen

renklerde floresan vermektedir (Poyraz 2006; Ttiimer 2011).

Candida tiirlerinin ¢ogu yaygin kullanilan mikolojik ve bakteriyolojik kiiltiirlerde iyi
tirerler. Tween 80'li musir unlu agarda 25 °C’da 72 saatte pseudohif septalarinda
yuvarlak blastokonidyumlar ve genis kalin duvarli terminal klamidosporlar olustururlar.
Klamidospor olusumu 37 °C’da inhibe olmasi sebebiyle teshiste dnemli bir farkliliktir.
C. albicans'm Tween 80’1i agarda klamidospor gelistirmesini tesvik etmek amaciyla bir
ekim yontemi gelistirilmistir. YOntemin esast besiyerinin yiizey geriliminin de
ayarlanmis olmasindan yararlanilarak ekim ignesi ile olusturulan vakum sayesinde
inokulumun, bir merkez noktasi1 etrafina muntazam olarak dagilmasini saglamaktir. Bu
sekilde yapilan ekimlerde besiyerine muntazam dagilan kolonilerin periferlerinde iyi

gelismis klamidosporlar tiretilmektedir (Tiimer 2011).

Candida tiirleri, SDA gibi rutin ve basit besiyerlerinde meydana getirdikleri kolonileri
ve msir unu-Tween 80 gibi besinden fakir  besiyerlerinde saptanan
blastokonidyumlarinin  6zellikleri ve blastokonidyumlarin yalanci hif boyunca
dizilimlerine gore farklar gosterirler. Ancak tiirlerin  kesin tanist morfolojik
ozelliklerinin yanisira yapilan seker fermentasyon ve asimilasyon deneyleri ile konulur
(Forbes 2007).

Mantar kiiltiirlerinde bakterilerin ve hizli {ireyen kiiflerin iiremesini baskilayarak
secicilik saglamak {izere ilk izolasyon besiyerlerinin bilesimine sikloheksimid,
gentamisin, ampisilin, kloramfenikol gibi antibiyotikler eklenebilir. Sikloheksimid bazi
mantar tiirlerinin iiremesini baskiladig1 i¢in sikloheksimid icermeyen besiyerlerine de

ekim yapilmasi gerekmektedir (Tiimer 2011).
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2.5.1. Hiicre ve hiicre duvar yapisi

Candida hiicreleri Okaryotik olduklarindan membranla ¢evrili gergek bir ¢ekirdek
igerirler. Cekirdek icerisinde c¢ekirdekcik ve lineer kromozomlar bulunur. Mantarlarin
sitoplazmalarinda vakuoller, mikrotiibiiller, retikiiler endotel mitokondriumlar bulunur.
Mantar hiicresindeki mitokondri bitki ve hayvan hiicrelerinde bulunanlara benzerdir ve
sayist hiicrenin aktivitesine bagli olarak degiskenlik gostermektedir. Hiicre
sitoplazmasinda, mantarin yasaminda 6nemli yer tutan ve turgor basincina karsi koyan
hiicre iskeleti bulunmaktadir. Hiicre iskeleti; mikrotiibiil, aktin ve miyozin
komponentlerini igerir, hiicre duvari ve hiicre membrani ile iliski halindedir (Tiinger

1998).

Candida’larin hiicre duvari, konak ile etkilesimde olan yegane kisimdir. Cesitli
molekiillerin i¢ ve dis ortamlar arasinda gegislerinde rol oynarlar ve maya hiicresinin
degisik yiizeylere tutunmasinda (adezyon) dogrudan gorev almaktadirlar. Ayrica
mantarin maya veya hif formunun karakteristik seklinin korunmasindan sorumludur ve

hiicreyi osmotik, kimyasal ve fiziksel hasarlara karsi korur (Cerikcioglu 2002).

Mikrofibriler polimerler olan B-glukanlar ve kitin, duvarin yapisal komponentleridir.
Hiicreye giiclii fiziksel o6zellikler saglayan sert iskeleti olustururlar. Miktar olarak B-
glukanlar, hiicre duvar1 agirhginin %47 - 60’1 olusturan ana bilesenlerdendir. Kitin,
kiigiik (%0,6 - 9) ama 6nemli bir komponenttir. Diisiik kitin diizeyli mutantlarin,
osmotik olarak hassas oldugu ve anormal morfoloji gosterdigi tespit edilmistir. Ote
yandan mannan, yapisal polimerler olan -glukanlar ve kitinin i¢ine gomiildiikleri amorf
matriksi ve hiicre duvar1 karbonhidratlarinin %40’ olusturur. Mannan, hiicre
duvarinin major antijenik komponentidir ve mannoprotein yapisinda olan fimbriyalarin

epitelyal hiicrelere baglanmada rolleri vardir (Kantarcioglu 2004; Masuoka 2004).

Elektron mikroskobuyla yapilan ¢alismalara gére Candida’larin hiicre duvari en az 5
katmanlidir. Bu tabakalarin sayis1 ve kalinligi ise tireme formuna (maya veya hif),

tireme ortamina ve susa bagl olarak degiskenlik gostermektedir (Timer 2011).



15

Genel olarak glukan ve kitin hiicre duvarinin i¢ tabakasinda yogun goriinmektedir.
Tersine protein ve mannoproteinler tim duvar yapisinda bulunmakla birlikte, hiicre

duvarinin dis tabakasinda daha baskin goriiniirler (Masuoka 2004).

Maya hiicresi ve germ tiip (hif) hiicre duvari, kompozisyon olarak benzerdir, Bununla
birlikte relatif miktarlar1 morfolojiye bagl olarak degiskenlik gosterebilir. Ornegin, C.
albicans hif hiicre duvarinda mayadakinin {i¢ kati kitin bulunur (Poyraz 2006).

Hiicre zan tasidig1 ozmoenzimler araciligi ile molekiillerin dis ve i¢ ortama gegisinde
rol almaktadir. Kitin sentetaz gibi, duvar bilesenlerinin sentezlenmesinde rolii olan
enzimler de hiicre zarinda bulunurlar. Ayrica C. albicans’in morfogenezi (maya-hif
doniistimii ve hifal ugtan uzama) igin gerekli olan sinyal iletiminde rol alan fosfolipaz
C, adenilat siklaz, proteaz gibi enzimler de membranda yer alirlar. Candida’larin hiicre
zarinda; fosfatidil inozitol, fosfatidil etanolamin, fosfatidil serin ve fosfatidil kolin, gibi

fosfolipidler bulunur (Ttimer 2011).

Cizelge 2.1. Candida tiirlerini diger mayalardan ayiran mikroskobik ozellikler (izci
2008).
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Mantarlarin tamaminda oldugu gibi, Candida’larin da hiicre zarlarinda bulunan sterol,
hiicre zar1 lipidlerinin %20’sini olusturur. Mantar hiicre zari, kolesterol igeren insan

hiicre zarlarinin aksine ergosterol ve zimosterol igerir (Levinson 2004).

2.5.2. Candida’larin siniflandirilmasi

Candida ismi 1959°da Montreal’de  “Uluslararasi  Botanik  Kongresi’nde”
Basidiomycota’ya ait olanlar ayri tutularak Ascomycota igine alinmistir. Candida
tirleriyle ilgili hem klasik hem molekiiler arastirmalar Candida tiirlerinin
teleomorflarmin kesfedilmesini ve genus icindeki bazi tiirlerinde asamali olarak

silinmesini saglamistir (Masuoka 2004; Giiltekin 2009).

Candida’lar blastosporlarla ¢ogalan, yalanci ve gercek hif yapan, bir grup mayadir.
Candida tiirleri hetorojen bir grup olup bu cins igerisinde tiirler arasindaki taksonomik

iligkiler tam belirlenememistir (Yiicel 1999; Yiiksekkaya 2009; Giiltekin 2009).

Bu aile yaklagik 200 tiir igermektedir. Bu aileye giren C. albicans, C. tropicalis, C.
glabarata, C. parapsilosis, C. krusei, C. pseudotropicalis, C. lusitaniae, C. dubliniensis
C. guilliermondi, C. catenulata, C. ciferrii, C. haemulonii, C. intermedia, C. kefyr, C.
lambica, C. lipolytica, C. norvegensis, C. pelliculosa, C. pulcherrima, C. rugosa, C.
utilis, C. viswanathii ve C. zeylanoides gibi Candida tiirleri, tibbi 6nemi olan ve en gok

karsilasilan tiirlerdir (Hazen 2009).

2.5.3. Candida ekolojisi

Candida tiirleri dogada yaygin olarak bulunan maya mantarlaridir. Birgok bitkide
bulunabilmelerinin yanm sira 6zellikle memelilerde, gastrointestinal sistem basta olmak
tizere mukokutan6z membranlarda bulunurlar. Saglikli bireylerde gastrointestinal
sistemdeki yayilim, agizdan kolona dogru gittikge artmaktadir. Candida florasinin
yogun oldugu bir diger yer vajendir. Saglikli kadinlarin %30 unda bulunabilir. Saglikli

deride ise Candida tiirlerine fazla rastlanmaz (Yiiksekkaya 2009).
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2.5.4. Candida epidemiyolojisi

Candida tiirleri dogada ve insan viicudu florasinda yaygin olarak bulunurlar. Candida
tiirlerinin insan florasindaki yerlesim ve dagilimi degisik 6zellikler gosterir. Deri
florasinda daha ¢ok nemli kat yerlerinde olmak iizere C. parapsilosis, C. guilliermondii
ve daha az siklikta C. tropicalis ve C. krusei' ye ve ender olarak C. albicans'a rastlanir.

Sik1 giyim ve lokal antibiyotik kullanimi kolonizasyonu artirmaktadir (Warren 1995).

Candida tiirleri sindirim sistemi florasinda da bulunur. Sindirim sistemindeki Candida
kolonizasyonu {iizerinde diyetin, sindirim sisteminin, bakteri florasinin ve laktik asitin
denetleyici etkisi vardir. Saglikli bireylerde agizda %30, jejenum ve ileumda %55 ve
gaitada %65 oraninda Candida tiirlerine rastlanmaktadir. Agiz florasinda en ¢ok
bulunan tiir C. albicans (%75) olup bunu C. tropicalis (%8), C. krusei (%6), C. glabrata
(%2-6) izler. Agiz hijyeninin bozulmasi, dis protezi uygulanmasi, sigara igilmesi
durumlarinda ve diyabetik hastalarda sayilari artar. Anorektal ve diski florasindaki
Candida tiirlerinin %50’sini C. albicans, %20'sini de C. tropicalis ve C. glabrata
olusturur. Genis spektrumlu antibiyotiklerin uzun siire kullanilmasi, Candida tiirlerinin

gastrointestinal kolonizasyonunu arttirmaktadir (Ener 2004).

Saglikli kadinlarin vajeninde %5 - 30 oraninda Candida tiirtine rastlanir ve bu oran
gebelik, oral kontraseptif kullanim1 gibi faktorlere bagl degismektedir. Vajinal Candida
enfeksiyonlart sik rastlanan klinik tablolardan biridir. Tiim vajinitli kadinlarin {gte
birinde etkenin Candida tiirleri oldugu ve erigskin kadinlarin %75'inin yasamlar1
boyunca en az bir kez vajinal Candida enfeksiyonu gegirdigi bilinmektedir. Ayrica
vajendeki Candida tiirlerinin gebelerde fetusa ulasarak diisiige yol ac¢tigi da
bildirilmektedir. Cesitli ¢alismalarda vajinal Candida enfeksiyonlarinda en sik rastlanan
etkenin C. albicans oldugu; C. krusei, C. pseudotropicalis, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. glabrata'min da siklikla izole edildigi bildirilmektedir (Richardson
2002; Timer 2011).
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2.6. Candida Tiirlerinin Laboratuvar Tanisi

Candida tiirleri normal florada da bulunduklarindan, laboratuvarlarda karsilagilan en
biiyiilk sorunlardan birisi klinik Orneklerde tireyen Candida tiirlerinin klinik bir
O6neminin olup olmadigini tahmin etmek ve rapor edilip edilmemesine karar vermektir.
Bu nedenle, laboratuvar verilerinin dogru yorumlanabilmesi igin iyi bir klinik-
laboratuvar isbirliginin kurulmasi gerekir. Candida tiirlerinin tanilanmasinda klinik
ornegin uygun bir sekilde alinip ekilmesi ve diger laboratuvar iglemlerinin yapilmasi
gerekir. Ornekler asepsi kurallarina uygun olarak almip hizla laboratuvara iletilmelidir.
Klinik materyalden Candida tiirlerinin izolasyonu ve identifikasyonu igin bir dizi islem
yapilir (Yiicel 2002; Ttimer 2011).

Candida enfeksiyonlarinin tanisi igin alinacak ornekler olarak kan, beyin omurilik sivisi
(BOS), biyopsi ornekleri, idrar, doku, solunum yolu 6rnekleri, agiz ve vajen siiriintii

ornekleri, sac-tirnak-deri 6rnekleri sayilabilir (Yildiran 1999)

Candida enfeksiyonlarinin standart laboratuvar tanisi igin;

e  Klinik 6rneklerden direkt mikroskobik baki

e Kiiltiirden Candida tiirlerinin soyutlanmasi

e  Organizmanin tiir diizeyine indirgenerek tanilanmasi

e Molekiiler yontemler ile Candida tiirlerinin identifikasyonu

e Serolojik yontemler ile Candida tiirlerinin varliginin gésterilmesi

e Dokuda bulunan Candida tiirlerinin histopatolojik olarak saptanmalari
gerekmektedir (Richardson 2002; Merz 2003).

2.6.1. Direkt baki ve kiiltiir

Laboratuvarlar’da klinik orneklere uygulanacak ilk islem direkt baki yontemidir.

Direkt baki yontemi igin yas preparat hazirlanabilecegi gibi, %10’luk potasyum hidroksit,
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kalkoflor beyazi, metilen mavisi, Giemsa, Gram, Wright gibi boyalar ile hazirlanan
preparatlarda  kullanilabilmektedir. Doku  6rneklerindeki ~ Candida  tiirlerinin
arastirllmasinda ise methanamin glimiis boyalar1 ve periyodik asit-schiff (PAS)
kullanilmaktadir. Candida tiirleri i¢in Onerilen besiyerleri SDA (Sabouraud dextrose
agar), inhibitor mold agar, modifiye edilmis SDA (gentamisin - kloramfenikol ve
sikloheksimit gibi antimikotik antibiyotikler eklenmis), koyun kanli beyin kalp infiizyon
agar olup, en sik kullanilanilan besi yeri SDA’dir. SDA besiyerine ekilen 6rnekler 26 °C
— 37 °C de inkiibe edilir. Candida tiirleri genellikle 24 — 48 saat icerisinde beyaz yada
krem renkli, diizglin yiizeyli, hafif sigkin 1 - 2 mm ¢apinda, tereyag kivaminda maya
kokulu koloniler olustururlar. C. albicans koyun kanli agarda yildiz seklinde sagakli
koloniler olusturmaktadir. Kiiltiir tiiplerinin kapaklari havalanmay1 saglamak tizere hafifce
gevsetilmelidir. Inkiibatdr nemi %30 - 40’a ayarlanmalidir (Erbakan 1989; Yildiran 1999;
Giiltekin 20009).

2.6.2. Identifikasyon

Genel olarak Candida tiirleri identifikasyonu morfolojik karekterlerinin mikroskobik ve
makroskobik olarak incelenmesi ve biyokimyasal ozelliklerinin degerlendirilmesiyle
yapilir. Morfolojik karekterleri olarak; sekli, hiicre buyiikligii koloni rengi ve
goriiniimii, germ tiip veya klamidospor olusturma, hif ve/veya pseudohif iiretimi gibi
ozellikleri degerlendirilir. Biyokimyasal o6zellikleri bakimindan ise; karbohidrat
asimilasyonu, fermantasyonu, nitrat asimilasyonu ve iire hidrolizi degerlendirilir

(Koneman 1997; Giiltekin 2009).

2.6.3. Hif blastospor ve klamidospor olusumu

C. albicans hem gercek hem de yalanct hif, blastospor ve klamidospor olusturur. Bunun
yaninda C. tropicalis hif baslangici benzeri yapilar iiretebilmektedir. Ancak hifin ana
hiicreden ¢ikis yerinde darlik mevcut olup blastokonidyalar1 C. albicans suslarindan daha
genistir.  Daha ileri tamimlama i¢in  piring  Oziiti tween 80  agar,

misir unu-tween 80 agar gibi besin agisindan fakir ortamlarda lam kiiltiirii yontemi



20

(Bir tiipte eritilmis 45 — 50 °C’ye sogutulmus SDA steril lam iizerine ince tabaka
seklinde dokiiliir. Lam petri kutusu igerisine yerlestirilmis cam borular iizerine
dikkatlice konulur ve ekim yapilip 37 °C’lik etiivde 24 — 48 saat bekletilir. Ureme
olduktan sonra mikroskop altinda incelenir) uygulanir. Bunun igin Piring ekstresi-
Tween 80 agar, Corn meal-Tween 80 agar, Wolin Bevis agar, Oxgall agar veya Czapek
Dox-Tween 80 agar besiyerlerinden birine lam kiiltiirii uygulanir. Blastospor, Hif ve
klamidospor yapimi Candida tiirlerinin belirlenmesini saglar (Koneman 1997; Giiltekin
2009).

2.6.4. Karbohidrat asimilasyon testi

Mayalar oksijen varliginda karbon kaynagi olarak spesifik bir karbohidrati kullabilme
yeteneklerini  gosterirler. Wickerham yontemi, oksanografik yontem ve ticari
identifikasyon kitleri kullanilarak yapilabilir. Klinik laboratuvarlarin ¢ogunda bu
testlerin yerini APl 20 C, ID 32 C ve Uni-Yeast-Tek, VITEK gibi hazir ticari test
sistemleri almaktadir. API sistemleri bunlarin icerisinde en yaygin kullanilan yontem ve
sistemdir. Bu testler belirli bir kimyasal profil tiretmek igin farkli substratlar1 igeren
kuyucuklardaki renk tiretimini kullanirlar (Giiltekin 2009).

2.6.5. Nitrat asimilasyon testi

Karbohidrat asimilasyon testine benzer ve mayalarin nitrojen kaynagi olarak nitrati

kullanma yeteneklerini ortaya koyar (Yiicel 1999).

2.6.6. Karbohidrat fermantasyon testi

Karbohidratlarin etanol ve CO; iiretimiyle sonuglanan anaerobik kullanimidir. Modifiye
Wickerham teknigi ile yapilabilir. Fermantasyon tiiplerindeki pH degisiklikleri
fermantasyon yogunlugu ya da miktarin1 géstermez. Durheim tiipiinde gaz kabarciginin
ortaya ¢ikmasi ile goriliir. Candida tiirleri ile Cryptococcus ve Rhodotorula gibi

nonfermantatifleri ayirmada olduk¢a yararhidir. Karbonhidrat asimilasyon testlerine
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gore zor ve kaba materyallerle islem gerektirmektedir ayrica daha az giivenilir
oldugundan rutin identifikasyonda genellikle 6nerilmez (Buckley HR 1989; Warren NG
1995).

2.6.7. Ureaz testi

Christensen’s iire agara ekim yapilarak belirlenir. Bu ortamda iire hidrolizi yapanlar
tireaz porzitif olarak degerlendirilir. C. lipolytica, ve C. krusei iireyi hidroliz edebilir.
Klinik 6nemi olan Candida tiirlerini diger mayalardan ayirmak i¢in kullanilan 6nemli
bir testtir. Klinik 6nemi olan Candida tiirlerinin biiyiikk ¢ogunlugu iireaz negatiftir
(Warren NG 1995; Giiltekin 2009).

2.6.8. Kromojenik besiyeri

Kromojenik agar bir veya daha fazla maya tiiriinii koloni karekterlerine dayanarak
ayirmaya olanak saglar. CHROMagar Candida (CHROMagar Fransa Paris ve ABD
Becton Dickensen tarafindan ticari olarak dagitilir) 10’dan fazla tiir i¢in farkliliklari
ortaya koymaktadir. Koloni tanimlamasinin temeli; ekzoenzimlerin degisik substratlarda
kullanilmastyla ortaya ¢ikan farkli kromojenik tiriinlere dayanmaktadir. Bu besiyeri ile

tiirler farkl koloni goriintiileri ortaya koymaktadirlar (Giiltekin 2009).

Inkiibasyon sicaklif1 ve siiresi koloni goriintiisiinii énemli derecede etkilemektedir.
Karisik maya kiiltiirli infeksiyonlarinda ve tanimlamanin zor oldugu 6rneklerde bu ortam
elverislidir. CHROMagar’la birlikte diger CHROM ortamlar da bulunmaktadir. Ama
higbir ortam kandaki karisik maya kiiltiirlerinin tamamini ortaya koymaya yetmemektedir.
C. albicans izolatlarinin yaklasik olarak %2-10’u renkli koloni yerine beyaz koloni
olusturur. Kromojenik besiyerleri ile yapilan ¢alismalarda duyarlilik ve 6zgiilliiklerinin

yiiksek oldugu bildirilmektedir (Yegenoglu 1998; Giiltekin 2009).
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2.6.9. Serolojik yontemler

Tim diinyada hizla artan invaziv mantar enfeksiyonlar1 genis dagilim ve yayilim
gostermeleri nedeniyle Candida infeksiyonlarina tan1 konulmasi giderek daha ¢ok 6nem
arzetmektedir. Sistemik Candida infeksiyonlarinin tanilanmasinda kullanilmak iizere ¢ok
cesitli serolojik testler gelistirilmistir. Bu amagla Candida tiirlerine 6zgii antikorlar,
antijenler veya metabolitlerin saptandig1 ¢ok ¢esitli testler bulunmaktadir. (Aydin 1996;
Cerik¢ioglu 1999; Giiltekin 2009).

2.6.10. Molekiiler tanm1 yontemleri

Mikroorganizmalarin ve enfeksiyon yapan patojenlerin neden oldugu enfeksiyon
hastaliklarin basarili bir sekilde tedavi edilebilmeleri igin ilk sart, dogru hastalik ve dogru
patojen tanisinin saglanmasidir. Bu sebeple hizli tanilama saglama imkani olan, 6zgtlliigii
ve duyarliligi yiiksek laboratuvar yontemlerine ihtiyag vardir. Klasik tani yontemleri
giiniimiizde halen bir¢ok patojen mikroorganizmanin saptanmasinda vazgegilmez
yontemler olmalarina ragmen, bazi durumlarda yetersiz kalabilmektedirler. Ozellikle geg
veya zor sartlarda iireyen mantar tiirlerinin ve/veya enfeksiyonlarmin saptanmasi
caligmalarinda molekiiler yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Molekiiler tan1 yontemleri;
mikroorganizmalarin cins veya tiir diizeyinde tanilanmasi, virulans, epidemiyolojik
tiplendirme faktorlerinin belirlenmesi, antifungal diren¢ genlerinin taranmasi, mutasyon
incelemeleri, simiflandirma ve filogenetik analizlerde kullanilmaktadir. Molekiiler tani
yontemleri; hibridizasyon ‘‘probe’’larmin kullanildig: sinyal amplifikasyon yontemleri
ve niikleik asit amplifikasyon yontemleri olmak tizere gruplandirilabilir (Chemaly 2006;
Giiltekin 2009).

Kary Mullis’in 1983 yilinda PCR yontemini kesfetmesinden glinimiize kadar olan
stirecte, niikleik asit ¢gogaltma yontemlerinin rutin tanilama amaciyla kullanilmalar

konusunda 6nemli mesafeler kaydedilmistir (Abacioglu 2001).
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Niikleik asit g¢ogaltma yontemleri; secilmis olan hedef bolgenin ¢ogaltilmasi ile
gergeklestirilebildigi  gibi  niikleik  asit  tizerinde Gzgiil problar  kullanilarak
gergeklestirilmesi miimkiindiir (Abacioglu 2001).

Rutin mikrobiyolojik tanida PCR yonteminin kullanim amaci, hastalardan alinan
ornekler iginde hastalik etkeni olan patojen mikroorganizmalarin niikleik asit
diizeyinde saptanmasidir. PCR yontemi; niikleik asitlerin yapay kosullarda ¢ogaltilmasini
saglayan bir yontemdir. Baska bir ifadeyle, canli bir hiicre icinde gerceklesen DNA
replikasyonu, PCR yonteminde bir tiip iginde benzer sekilde tekrar yada taklit edilir. Bu
amagcla, mantar hiicresinde DNA replikasyonu igin kullanilan enzimlerin islevleri, farkli
1s1 dongtileri kullanilarak gergeklestirilmektedir. Mikroorganizmalarda replikasyonunun
baslayabilmesi i¢in ilk basamak, DNA ¢ift zincirinin birbirinden ayrilmasidir. PCR
yonteminde 94°C gibi yiiksek bir 1s1 uygulanarak, zincirlerin birbirlerinden ayrilmasi
saglanir. Bu yontemde yiiksek sicakliklarda galisabilen Taq polimeraz enzimi ve uygun

primerler kullanilir (Abacioglu 2001).

PCR yontemi, farkli sicakliklarin uygulandigi ii¢ basamagin (denaturasyon, baglanma
(annealing), sentez) birbirini takip eden dongiiler seklinde tekrarlanmasi esasina
dayanir. Boylece toplam 30-50 dongii yapilmasi sonucunda, genom {iizerinde se¢ilmis
olan hedef bolge milyarlarca kopya halinde c¢ogaltilmis olur. Cogaltilan {iriin
saptanmasinda hiz ve kolaylik agisindan en uygun yontem ethidium bromid ile jel
elektroforez analizidir. Ancak duyarlilik artirilmak istenirse, radyoaktif dot blot veya
Southern blot analizleri kullanilir. Kemiliiminesans ve enzim kulanan non-radyoaktif

sistemler de gelistirilmistir. (Durmaz 2001).

2.6.10.a. Random Amplification Of Polymorphic DNA (RAPD)

RAPD yontemi avantajlar1 nedeniyle prokaryotik ve dkaryotik tiirler gibi pek cok farkl
yapinin genotipinin belirlenmesi, genom yapisinin arastirilmasi, ¢esitli taksonomik
caligmalar, evrimsel sorunlar, populasyon biyolojisi, kiiltir ve ik belirlenmesinde,

ebeveyn belirleme, genetik varyasyonun belirlenmesi, DNA baglant1 haritalarinin
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olusturulmasi, 6zgiin bir gen lokusunun belirlenmesi, adli tip, klinikal teshis, prenatal

tani, salginlar ve ekoloji alanlarinda yogun bir sekilde kullanilmaktadir (Aydin 2004).

1990’larin basindan itibaren polimeraz zincirleme reksiyonu (PCR) teknigi ile ¢ok
kiigiik miktarlardaki DNA’nin ¢ogaltilmas1 ve kolaylikla agaroz jel de goriilebilmesi
miimkiin olmustur. Bdylece tiire 6zgiil DNA f{iriinlerinin ¢ogaltilmas1 ve birbirine ¢ok
yakin tiirlerin ayrilabilmesi imkani1 saglanmistir. Epidemiyolojik tiplendirme amaciyla
en ¢ok bagvurulan yontemlerden biri olan RAPD - PCR teknigidir. RAPD - PCR
tekniginde mikroorganizma genomu rastgele ¢cogaltilarak ortaya ¢ikan patern farkliliklar
degerlendirilir. Kullanilan primerler, tiplendirme yapilacak mikroorganizmalarin genom
bilgisine ihtiya¢ olmaksizin rastgele secilebilmelerinin yani sira, genom ig¢indeki
spesifik bolgelere yonelik bilingli olarakta segilebilir. Bu yontem ilk kez 1990 yilinda
McCleland ve Welsh tarafindan tanimlanmis ve kullanilmistir (Yiiksekkaya 2009).

Primerlerin baglanabilme yerleri arasindaki mesafe farkliliklar1 agaroz jelde
saptanabilen farkli sayilarda ve uzunluklarda (baz ¢iftleri) bantlarin olusmasina sebep
olur. Kullanilan primerler genelde kisa primerlerdir ve G - C agisindan oldukca
zengindirler (en az %40 G + C igermelidir). Baglanma 1sis1t 30 — 50 °C’ye
diisiiriilmektedir. Baglanma sirasinda primerler kromozom tiizerinde hem kendilerine
spesifik bolgelere hem de diger evrensel bolgelere baglanabilmektedir. Ayni tiir
icerisinde ve aym tiriin farkli suslarinda primerlerin baglanma yerlerinin sayis1 ve
birbirlerine uzakliklar1 farkli farkli olacag icin, jel elektroforezlerinde amplifikasyona
tabi tutulan pargalarin say1 ve biiyiikliikleri de farkli olabilmektedir. Amplifikasyon
sonucunda jel elektroforezlerinde gozlenen her bir izolata ait bant profilleri birbirleriyle
karsilastirilir. Ayn1 bant profili gdsteren izolatlar epidemiyolojik olarak iligkili kabul
edilir (Yiksekkaya 2009). Kolay uygulanabilme yontemi ve kisa siirede sonug
verebilme imkan1 agisindan yaygin kullanim alani bulunan bu yontemin en 6nemli
dezavantaji heniiz herhangi bir standardizasyonun saglanamamis olmasidir.
Standardizasyonu saglayabilmek i¢in, standart hale getirilmis bir amplifikasyon
karigimi, ayni thermocycler’da standart bir amplifikasyon protokoliiyle uygulanarak,

tiim izolatlar ayn1 anda ¢alisilmalidir (Yiiksekkaya 2009).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Hasta Ornekleri ve Referans Suslar

Bu calismada kullanilan drnekler, Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dalindan temin edilmistir. Kiiltlirler aseptik kurallara miimkiin oldugunca
dikkat edilerek Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Molekiiler Biyoloji
ve Bakteriyoloji Laboratuvarina getirilmis ve %16’lik gliserol igeren YPD (Yeast
Extract Peptone Dextrose) igerisinde — 76 °C’de muhafaza edilmistir (Sherman 1986;
Yiiksekkaya 2009).

Mikroorganizmalarimiz; Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali 6gretim tiyesi Prof. Dr. Esin AKTAS tarafindan klasik kiiltiir yontemleri ile
tanilanan 33 adet C. albicans, 4 adet C. krusei, 4 adet C. guilliermondii, 4 adet C.
glabrata, 4 adet C. parapsilosis, 3 adet C. tropicalis, 3 adet C. pseudotropicalis, 2 adet
C. geotrichum ve 1 er adet C. albicans ATCC 10231, C. krusei ATCC 6258, C.
parapsilosis ATCC 22019 standart referans suslarindan olusmaktadir.

3.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Calisma esnasinda asagidaki alet ve cihazlar kullanilmistir.

Inkiibator (Binder BD53, GERMANY)

Otoklav (HMC Hirayama Hiclava HV-50L, JAPAN)

Mikroskop (Boeco BM 180, GERMANY)

Steril Kabin (Esco AC2-4E1, SINGAPORE)

Calkalayici (Zhicheng ZHWY-200B, CHINA)

Magnetik Karistirict (Daihan Scientific MSH 20A, KOREA)

pH Metre (InoLab pH730 wtw Series, GERMANY)

Derin Dondurucu (Nuaire-86 Ultralow Freezer, NU6613W37, U. S. A.)
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Hassas Terazi (Mettler Toledo AL204, CHINA)
Buzdolab1 (Beko BK9470, TURKIYE)

Su Banyosu (Memmert WNB14, GERMANY)
Mikrodalga Firin (Beko MD1505, TURKIYE)

Saf Su Cihaz1 (GFL 2004, GERMANY)

Vorteks (Heidolph Reax Top, GERMANY)

Dikey Tiip Karistirict (GFL 3025, GERMANY)

Santrifiij (Hettich Mikro 22R, GERMANY)

PCR (Corbett Research CG1-96, AUSTRALIA)
Elektroforez Tanki (Yatay) (OWL B2, U.S.A.)
Elektroforez Akim Saglayici (OWL OSP300-2Q, U.S.A.)
Jel Goriintiileme Sistemi (DNR Biolmaging Systems MiniBis Pro, ISRAEL)

3.3. Cahismada Kullanilan Cozelti ve Besiyerlerinin Hazirlanisi

Calisma siiresince kullanilan besiyerleri ve cozeltilerin hazirlanma sekilleri asagida

verilmistir:

%0,85’lik NaCl ¢ozeltisi: 8,5 mg NaCl 1 L saf suda ¢oziildii. Cozelti otoklavda steril
edildi.

Stok Besiyeri 1: 0,65 g Sabouraud’s dextrose broth karisimina 36 ml gliserol
eklendikten sonra son hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlandi. Magnetik karistiricida
karistirilan besiyeri, otoklavda steril edildi. Aseptik olarak steril 2 ml’lik eppendorf

tiiplerine 1,2 ml konularak hazirlandi (Temiz 2000).

Stok Besiyeri 2: 1,5 g Sabouraud’s dextrose broth karisimina 15 ml gliserol eklendikten
sonra son hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlandi. Magnetik karistiricida karistirilan
besiyeri, otoklavda steril edildi. Aseptik olarak steril 2 ml’lik eppendorf tiiplerine 1,2 ml
konularak hazirland1 (Temiz 2000).
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Stok Besiyeri 3: 0,5 g Yeast extract agar’a 1 g Pepton ve 80 ml saf su eklenerek
cozeltinin PH’s1 5.8 e ayarlandiktan sonra 15 ml gliserol eklendikten sonra son hacim
saf su ile 100ml’ye tamamlandi. Magnetik karistiricida karistirilan besiyeri, otoklavda
steril edildi. Aseptik olarak steril 2 ml’lik eppendorf tiiplerine 1,2 ml konularak
hazirland1 (Temiz 2000).

SDA (Sabouraud %2 Dextrose Agar): 47 gr SDA agar (Sigma) 1 L saf su igerisinde
¢oziildii ve PH’s1 5,6 £0,2 ye ayarlandi, otoklavda 121°C de 15 dakika steril edildi.

Hazirlanan besiyeri 45- 50 °C ye soguyunca steril petri kaplarina dokiilerek katilagmaya
birakild: (Temiz 2000).

SDB (Sabouraud %?2 Dextrose Broth): 30 gr SDB (Sigma) 1 L saf su igerisinde
¢ozildi ve PH’s1 5,64+0,2 ye ayarlandi, otoklavda 121 °C de 15 dakika steril edildi.

Hazirlanan sivi besi yeri agzi1 kapakli cam tiiplere 5 ml olmak iizere dokiilerek oda

sicakliginda bekletildi (Temiz 2000).

Yeast Lizis Buffer: 0,3 g Tris-HCI, 0,093 g EDTA 200 ml saf suda ¢oziildiikten sonra
pH’s1 8’e ayarlandi. pH ayarlamasi yapildiktan sonra tizerine 0,1461 g NaCl eklenir ve
son hacim 220 ml’ye tamamlanarak otoklavda 121°C de 15 dakika steril edildi.
Otoklavdan c¢ikartildiktan sonra 25 ml %10’luk SDS eklenir ve 5 ml Triton X 100
eklenerek oda sicakliginda muhafaza edildi (Barig 2009).

Potassium acetate: 24,538 gr potassium acetate 50 ml saf suda ¢oziildiikten sonra 121
OC de 15 dakika steril edildi. Oda sicakliginda muhafaza edildi (Baris 2009).

Antibiyotikli SDA Hazirlama: SDA besiyeri hazirlandiginda Otoklavlama 6ncesi 100
ml besiyerine 125 pl Ampisilin gelecek sekilde hesaplama yapilip eklendi daha sonra
otoklavda 121 °C de 15 dakika steril edildi. Hazirlanan besiyeri 45 - 50 °C’ye
soguyunca steril petri kaplarma dokiilerek katilasmaya birakildi. Oda sicakliginda
muhafaza edildi (Temiz 2000).
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TE (10mM Tris, 1ImM EDTA, pH: 8) tamponu: 0,3 g Tris-HCI ve 0,093 g EDTA saf
su igerisinde ¢oziildi ve pH 8’e¢ ayarlandi. Son hacim 250 ml’ye tamamlanarak

otoklavda steril edildi (Baris 2009).

%10’luk SDS cozeltisi: 10 g SDS’nin 100 ml steril saf su igerisinde ¢oziinmesiyle
hazirlandi. Sisenin agzi kapatilarak, oda sicakliginda muhafaza edildi (Barig 2009).

Proteinaz K: 1 ml steril saf su igerisinde 20 mg proteinaz K olacak sekilde hazirlandi. —
20 °C’de muhafaza edildi (Baris 2009).

5 M NacCl c¢ozeltisi: 29,22 g NaCl’iin 100 ml saf su igerisinde ¢oziilmesiyle hazirlandi.
Otoklavda steril edildi (Baris 2009).

%10 CTAB (Hexadecyl trimetil-ammonium bromide) - 0,7 M NaCl ¢ozeltisi: 80 ml
saf su icerisinde once 4,09 g NaCl ¢oziildii. NaCl tamamen ¢6ziindiikten sonra karigima
10 g CTAB ilave edilerek ¢oziinmesi saglandi. Toplam hacim 100 ml’ye

tamamlandiktan sonra otoklavda steril edilerek, oda sicakliginda muhafaza edildi (Barig
2009).

% 70’lik Etil alkol: 70 ml saf etil alkoliin hacmi steril saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.
— 20 °C’de muhafaza edildi.

20X Dimetil siilfoksit (DMSO): %100’ lik DMSO (Sigma) 2 ml’lik eppendorf tiiplere

aktarilarak, kullanilincaya kadar oda 1sisinda muhafaza edildi (Baris 2009).

Primer c¢alisma konsantrasyonu: Ticari olarak liyofilize halde alinan primerler
katologu dogrultusunda c¢oziillerek CixXV1=CpXV, formiilii kullanilarak son

konsantrasyonu 50 uM olacak sekilde hazirland1 (Baris 2009).
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IXTAE Tamponu: 100 ml 10XTAE’nin (Sigma) hacmi steril distile su ile 1 L’ye
tamamlanarak hazirlandi. (TAE: Tris Acetate EDTA buffer 10X konsantrasyona
sahiptir. Bunu %10’a (1X) seyreltmek i¢in 900 ml steril edilmis saf su tizerine 100 ml
10X TAE eklendi. Oda sicakliginda muhafaza edildi (Baris 2009).

Ethidium bromiir c¢ézeltisi: 100 ml steril saf su icerisinde 1 g ethidium bromiir
magnetik karistirict kullanarak iyice ¢oziildii. Amber sisede, oda sicakliginda muhafaza

edildi (Baris 2009).

6X yiikleme tamponu: 100 ml i¢cin %100’k gliserolden 40 ml alip, 0,1 g bromfenol
blue ile karistirildi ve hacmi 1x TAE ile 100 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan tampon

amber sise igerinde, + 4 °C’de muhafaza edildi (Baris 2009).

Fenol: kloroform: izoamilalkol (25:24:1) ¢ozeltisi: 25 ml fenol, 24 ml kloroform ve 1

ml izoamilalkol karistirilarak hazirlandi. - 20 °C’de muhafaza edildi.

Kloroform: izoamilalkol (24:1) cozeltisi: 24 ml kloroform ve 1 ml izoamilalkol
karistirilarak hazirlandi. - 20 °C’de muhafaza edildi.

Kullanilan Hazir Kitler: DNA saflastirma kiti (Promega-A1120).

0,5X TBE tamponu: Bu arastirmada kullanilan TBE tamponu 10X TBE olarak satin
alinmis ve 0,5 birim 10X TBE tampon + 9,5 birim saf su ilavesi ile 0,5X TBE tamponu
hazirlanmistir (Baris 2009).

3.4. Yontem

Calismaya alinan Candida’ lar — 76 °C’ deki stok besi yerlerinden alinarak tek tek steril

petri plaklarindaki SDA besiyerlerine (sabouraud dextrose agar) ekilerek canlanmasi
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icin etiivde 37 °C’de 48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda gelisen

kiiltiirlerden DNA izolasyonuna bagslandi.

3.4.1. DNA izolasyonu 1

(Baris 2004, Susever 2006 ve Sahiner 2008’ DNA izolasyon protokolleri birlikte
uyarlanarak hazirlanmstir).

a. SDA plaklarinda saf olarak tiretilen Candida kolonilerinden 1 — 2 6ze dolusu (20 —

30 mg) alinarak 2 ml’lik steril eppendorf tiiplerine koyuldu.

b. Eppendorf tiiplerine 600 pl lizis buffer eklenerek homojenize olmasi igin 1- 2 dk

vorteklendi.

c. Eppendorf tiipleri 65 °C’ sicakliktaki su banyosuna koyuldu ve 10 dk arayla alt iist
edilerek karistirilmak kaydiyla 30 dk bekletildi.

d. Eppendorf tiiplerinin lizerine 150 pl Potasyum asetat eklendi

e. Eppendorf tiipii 12000 rpm ve 4 °C’ de 5°dk santrifiijlendi. Ust faz1 yeni 2 ml

eppendorf tiipiine alindi.

f.  Uzerlerine 200 ul Fenol: kloroform: izoamilalkol (25:24:1) ¢ozeltisi ve 200 ul
Kloroform: izoamilalkol (24:1) ¢6zeltisi eklenerek fenol yikama yikama yapildi.

g. Eppendorf tiipii 12000 rpm ve 4 °C’ de 10°dk santrifiijlendi. Ust faz1 yeni 2 ml

eppendorf tlipline alindu.

h. 0,6 hacim (eppendorf tiipiine alinan yeni hacimin 0,6’s1 kadar) soguk izopropanol

eklendi.
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i.  Eppendorf tiipii 12000 rpm ve 4 °C’ de 10°dk santrifiijlendi. Ust faz1 yeni 2 ml

eppendorf tiipline alind1.

j.  Eppendorf tiiptiniin alt kisminda pellet kalacak sekilde iist faz dokiildii ve 30 dk oda

sicakliginda kurumaya birakildi.

k. Uzerilerine %70’1lik ethanol’den 100 ul eklendi.

I. 1 gece oda sicakliginda kurumaya birakildi

m. Kurutulan Candida’lar 70 ul TE tamponunda ¢ozildii.

n. Uzerlerine 2 pl RNAse eklenerek alt iist edilerek karistirildi ve 20 dk bekletildi
(Barig 2004; Susever 2006; Sahiner 2008).

3.4.2. DNA izolasyonu 2

(Oltu 2004, Baris 2004 DNA izolasyon protokolleri birbirileri ile uyarlanarak

hazilrlanmistir).

a. SDA plaklarinda saf olarak tiretilen Candida kolonilerinden 1 — 2 6ze dolusu (20 —

30 mg) alinarak 2 ml’lik steril eppendorf tiiplerine koyuldu.

b. Eppendorf tiiplerine 600 pl lizis buffer eklenerek homojenize olmasi igin 1 - 2 dk

vorteklendi.

c. Eppendorf tiipleri 85 °C’ sicakliktaki su banyosuna koyuldu ve 10 dk arayla alt st
edilerek karistirilmak kaydiyla 30 dk bekletildi.
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d. Eppendorf tiiplerinin iizerine 150 pl Potasyum asetat eklendi. 5 dk alt st edilerek
karigtirildi.

e. Eppendorf tiipii 12000 rpm ve 4 °C’ de 10°dk santrifiijlendi. Ust faz1 yeni 2 ml

eppendorf tiipiine alind1.

f.  Eppendorf tiipiine yeni alinan iist fazin 0,6 hacmi kadar soguk izopropanol eklendi.

g. Eppendorf tiipii 12000 rpm ve 4 °C’ de 10°dk santrifiijlendi. Ust faz1 uzaklastirildi.

h. Eppendorf tiipiiniin altinda kalan pellet kism1 {izerine %70’lik ethanol’den 100 ul

eklendi.

I. 37 °C’ lik etiivde 1 saat yada 1 gece oda 1sisinda kurumaya birakildi.

J. Kurutulan DNA’lar 200 pl TE tamponu ile ¢o6ziildii ve ilizerlerine 2 pl RNAse
eklendi. 37 °C’ lik etiivde 30 dk bekletildi.

k. Uzerlerine 200 pl Fenol: kloroform: izoamilalkol (25:24:1) ¢bzeltisi eklendi ve alt
st edilerek karistirildi.

I.  Eppendorf tiipii 12000 rpm ve 4 °C’ de 10°dk santrifiijlendi. Ust faz1 dikkatlice yeni

2 ml eppendorf tiipiine alindi.

M. Alinan iist fazin 0,6 hacmi kadar soguk izopropanol eklendi.

n. Eppendorf tiipii 12000 rpm ve 4 °C’ de 10°dk santrifiijlendi. Ust faz1 uzaklastirilda.

0. Eppendorf tiipiiniin altinda kalan pellet kism1 iizerine %70’lik ethanol’den 100 pl

eklendi.
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p. 1 gece oda sicakliginda kurumaya birakildi

g. Kurutulan Candida’lar 70 pl TE tamponunda ¢oziildii (Oltu 2004; Baris 2004).

3.4.3. DNA izolasyonu 3

(Baris 2004 ve Baris 2009° DNA izolasyon protokolleri birbirileri ile uyarlanarak

hazilrlanmistir).

a. SDA plaklarinda saf olarak tiretilen Candida kolonilerinden 1 — 2 6ze dolusu (20 —

30 mg) alinarak 2 ml’lik steril eppendorf tiiplerine koyuldu.

b. 567 ul TE tamponu eklendi ve iyice homojenize olmast i¢in alt iist edildi.

c. Uzerine 30 pl %10’luk SDS ve 15 pl B-Merkaptoetenol (¢eker ocakta dikkatlice)

eklendi.

d. Eppendorf tipleri 65 °C’ sicakliktaki su banyosuna koyuldu ve 15 dk arayla alt iist
edilerek karistirilmak kaydiyla 60 dk bekletildi.

e. 60 dk sonunda 100 ul Potasyum asetat eklendi ve alt iist edilerek karistirildi.

f.  Tiplere 80 ul 65 °C’de CTAB/NaCl ¢ozeltisi eklenerek hemen karistirildi.

g. Eppendorf tiipleri 65 °C’ sicakliktaki su banyosuna koyuldu ve 10 dk bekletildi.

h. Uzerlerine 780 ul Kloroform: izoamilalkol (24:1) ¢ozeltisi eklenerek alt iist ederek

karistirildi.
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i.  Eppendorf tiipleri 12000 rpm ve 4 °C* de 5’dk santrifiijlendi. Ust faz1 dikkatlice

yeni 2 ml eppendorf tiipiine alindi.

j.  Eppendorf tiipiine alinan iist fazin hacmine esit miktarda Fenol: kloroform:

izoamilalkol (25:24:1) ¢ozeltisi eklendi.

k. Eppendorf tiipleri 12000 rpm ve 4 °C’ de 5°dk santrifiijlendi. Ust faz1 dikkatlice
yeni 2 ml eppendorf tiipiine alindi.

I.  Eppendorf tiiplerine alinan iist fazin 0,6 hacmi kadar soguk (- 20 °C) izopropanol

eklendi ve verimi arttirmak i¢in tiipler — 20 °C’de 15 dk bekletildi.

m. Eppendorf tiipiliniin altinda kalan pellet 100 pl %70’lik ethanol ile yikanda.

n. 37 °C’ lik etiivde yada 1 gece oda 1sisinda kurumaya birakildi.

0. Kurutulan DNA’lar 30 pl TE tamponunda ¢6ziildii. (Baris 2004; Baris 2009)

3.4.4. DNA izolasyonu 4

(Promega A1120 Kit DNA izolasyon protokolii revize edilerek kullamlmstir).

a. SDA plaklarinda saf olarak iiretilen Candida kolonilerinden 1 — 2 6ze dolusu (20 —
30 mg) alinarak 2 ml’lik steril eppendorf tiiplerine koyuldu. Uzerlerine 0,3gr glassbeed

eklendi.

b. Eppendorf tiiplerine 200 pl lizis buffer eklenerek homojenize olmasi igin 1 - 2 dk

vorteklendi.
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c. Eppendorf tiipiiniin iizerine 200 pl Fenol: kloroform: izoamilalkol (25:24:1)
¢ozeltisi eklendi. Alt st edilerek dikkatlice karistirildu.

d. Eppendorf tiipleri 12000 rpm ve 4 °C’ de 5’dk santrifiijlendi. Ust faz uzaklastirildi.

e. Eppendorf tipliniin tizerine 200 pl TE tamponu eklendi. 1 - 2 dk vortekslerek

homojenize olmasi1 saglandi.

f.  Eppendorf tiipii 16000 rpm ve 4 °C’ de 10°dk santrifiijlendi. Ust faz1 dikkatlice yeni

2 ml eppendorf tiipiine alindi.

g. Eppendorf tiipiine alinan iist faza %100’ liik ethanolden 1 ml eklendi.

h. Eppendorf tiipleri 16000 rpm ve 4 °C’ de 10°dk santrifiijlendi. Ust faz uzaklastirilda.

I.  Tipin alt kisminda kalan pelletin iizerine 300 pl Niiklei Lizis soliisyonu (Promega
A1120 Kit) ve 100 pl Protein Cokelme Soliisyonu (Promega A1120 Kit) eklendi.

j.  Tipler - 20 °C’de 5 dk bekletildi

k. Eppendorf tiipii 16000 rpm ve 4 °C’ de 6°dk santrifiijlendi. Ust faz1 dikkatlice yeni

2 ml eppendorf tiipiine alind1.

I.  Eppendorf tiiplerinin tizerine 300 pul soguk (- 20 °C) izopropanol eklendi. Alt iist
ederek dikkatlice karistirildi.

m. Eppendorf tiipii 16000 rpm ve 4 °C’ de 5’dk santrifiijlendi. Ust faz1 dikkatlice
uzaklastirildi.
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n. Tiipiin alt kisminda kalan pellet iizerine oda sicakliginda 300 pl %70’ lik ethanol
eklendi.

0. Eppendorf tiipii 16000 rpm ve 4 °C’ de 5’dk santrifiijlendi.

p. Eppendorf Tiipleri 37 °C’de 90 dk yada 40 °C’de 60 dk bekletilerek ethanol’{in kuru

hava ile aspire edilmesi saglandi.

g. Aspire edilen tiiplerin lizerine 50 ul DNA Rehidration solusyonu (Promega A1120
Kit) den eklendi, ve iizerlerine 1,5 ul RNAse soliisyonu (Promega A1120 Kit) eklenip
37 °C’ lik etiiv’de 15 dk bekletildi.

r. Etiivden ¢ikarilan tiipler 65 °C’de 1 saat yada 4 °C’de 1 gece bekletildi.

Tiim DNA izolasyonlarindan sonra elde edilen DNA’lar %0,6’11ik agaroz jelinde 90 volt
elektirik akimida 30 dakika yiiriitiilmiis ve jelde tek parg¢a bant veren Ornekler +4

°C’ye kaldirilarak sonraki ¢aligsmalar i¢in hazir hale getirilmistir.

DNA konsantrasyonlarinin o6lciilmesi ve calisma soliisyonlarimin hazirlanmasi:
DNA miktari, direkt olarak 260 nm’deki absorbans oOl¢iimlerideki degerlerle
belirlenirken, genetik materyalin temizligi yani protein kirliligi tagimasi ise 280 nm’de
okunan absorbans degeriyle tespit edilir. Kuvarts kiivet igerisine 998 ul TE c¢ozeltisi
konularak 260 nm’ye ayarli spektrofotometrede absorbans degeri ol¢iilmiis ve elde
edilen deger kor numune olarak kaydedilmistir. Ardindan kiivete 2 ul DNA ilave
edilerek karisimin homojen olmasi saglanildiktan sonra 260 nm’de absorbans degeri
yeniden Olciilerek okunan bu degerden koér numuneye ait deger ¢ikarilarak DNA’nin
absorbans degeri bulunmustur. Yapilan islemlerin aynis1 280 nm i¢in de tekrarlanarak,
Ao Ve Aggy degerlerine bakilarak Ajgo / Azgo = 1 — 1,7 arasinda olan 6rnekler ¢alisma

soliisyonu hazirlamak i¢in kullanilmistir (Sezen 2015).
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DNA oOrneginin ve DNA cahisma soliisyonunun konsantrasyonu (pg/ml): DNA
konsantrasyonu (pg/ml) =Azso X Seyreltme Faktorii (500) x 50 (DNA igin sabit deger)
formilii kullanilarak stok soliisyonlarin DNA konsantrasyonlar1 belirlenmistir. DNA
calisma soliisyonlarinin konsantrasyonlar1 ise; Istenen Konsantrasyon (100 ng/ul) X
Istenen 50 Hacim (200 pl) /Stok DNA Konsantrasyonu (pg/ml) formiilii ile DNA
calisma soliisyonu hazirlanmis ve bu hesaplamadan elde edilen deger stok DNA
cozeltisinden alinacak miktar1 vermistir. Bu miktar TE c¢ozeltisi ile 200 pl’ye
tamamlanarak 100 ng/ul konsantrasyondaki DNA c¢alisma soliisyonu hazirlanmis ve
DNA tiipleri — 76 °C’de sonraki ¢alismalarda kullanilincaya kadar saklanmigtir (Sezen
2015).

izolatlarin PCR ile amplifikasyonu: Test izolatlarindan saflastirilmis olan genomik

DNA’lar 13 adet RAPD primerleri kullanilarak in vitro kosullar altinda PCR yardimi ile

cogaltilmistir.

3.5. Kullanilan Primerler

No Prlm?r Baz Dagilimi Referans
Ismi
. . (Nardemir
1 |E1 5'CTG GAC GTC A 3 2012)
: \ (Nardemir
2 | E3 5 TGT GGC AGC A 3 2012)
. : (Nardemir
3 |E5 5 GAC TGC CTC T 3 2012)
4 |F5 5' GAA TTC TTG GCT CTC ATA GAC 3 2((')51"1')('rat etal.
5 |F7 5' AGA AAC TTA CAC TCA GAG GGC 3' 2(51"1')(”“ etal.
6 | OPA3 5 AGT CAG CCAC 3’ (Csutak 2012)
7 | oPE18 5 GGA CTG CAG A 3' z(&‘g)tekm
8 | CA8 5 TGT ACT CTT CTG GTA GAA CTACCG G 3' | (Daniel 2003)
, , Genbank
9 | AGC6 5' AGC AGC AGC AGC AGC AGC 3 (AI277643.1b)
10 | T3B 5 AGG TCG CGG CTT CGAATC C 3 (Thanos 1996)
11 | AP3 5 TCACGATGCA3 (Thanos 1996)
12 | soy 5 AGG TCACTGA 3’ (Csutak 2012)
13 | GTGS 5 GTG GTG GTG GTG GTG 3' (Thanos 1996)
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3.5.1. Primerlerin hazirlanmasi

Kullanilan primerler firmanin Onerdigi miktarda sulandirilarak stok soliisyonu
hazirlanmis, daha sonra da uygun hesaplamalar ile 1 uM olacak sekilde g¢alisma

soliisyonlar1 hazirlanmistir.

3.5.2. Reaksiyonun hazirlanmasi

PCR iglemi i¢in 0,5 ml’lik tiipe 2,5 pl 10X PCR tamponu, 1 ul DMSO, 0,5 pul 10 mM
dNTP, 1,5 ul 25 mM MgCI2, 1 ul 50 ng/ ul Template DNA, 0,25 pl 1 uM primer, 0,25
ul 5 Unit/pl Tag DNA polimeraz (Promega Crop., Madison, Wis.) ve 18 l saf su ilave
edilerek hacim 25 pl’ye tamamlanmistir. Birden fazla primer kullanildigi durumlarda
her primer i¢in saf su miktar1 0,25 pl azaltilmis olup yerine ayri ayri 0,25 pl primer

konulmustur.

3.5.3. PCR program

Hazirlanan 6rnekler, 94 °C’de 3 dakika denatiirasyon, bunu takiben 40 dongii olacak
sekilde 94 °C’de 1 dakika denatiirasyon, 34 °C’de 1 dakika baglanma ve 72 °C’de 1,5
dakika uzama basamaklar1 ve son olarak 72 °C’de 7 dakika uzama basamagindan
olusacak sekilde programlanan PCR termal dongli cihazina yerlestirildi. Secilen

programda hedef bolgelerin ¢ogaltilmasi yapildi.

3.5.4. Agaroz jel elektroforezi

PCR isleminden sonra ornekler agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiis ve olusan
bantlara gore primerlerin hibridize olup olmadig tespit edilmeye ¢aligilmigtir. Bantlarin
varlig1 primerlerin hibridize oldugu ve bu primerlerin ait oldugu operon bolgelerinin
incelenen Orneklerde bulundugu anlaminda degerlendirilmistir. Jel icerisinde agarin

konsantrasyonu %1,2 olacak sekilde agaroz tartiip 0,5X Tris—Borat EDTA (TBE)
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tamponu icerisinde mikrodalga firinda hazirlanmistir. Mikrodalga firindan c¢ikarilan
0,5X TBE + agaroz cozeltisi igerisine 0,6 pg/ml olacak miktarda Etidium bromid
eklenmistir. Hazirlanan jel 50 °C’de katilasmadan elektroforez tankina dokiilmiis ve
donmadan once jel iizerine tarak konularak oOrneklerin yiiklenecegi kuyucuklar
olusturulmustur. Jel donduktan sonra her bir kuyucuga ayri bir 6rnek (2 pl bromfenol
mavisi + 8ul PCR {iriinii) yiiklenmistir. Elektroforez jel diizenegi 90 volta ayarlanarak
ornekler 75 dakika yiiriitiildii. Yiriitme isleminden sonra jel, jel dokiimantasyon sistemi
ile gortintiilendi ve bilgisayar ortaminda (DNR Biolmaging Systems Software) analiz
edildi (Sezen 2015).

3.6. Sonuclarin Istatistiki Olarak Degerlendirilmesi

Elde edilen RAPD — PCR analiz sonuglart SPSS 20.0 istastik programi kullanilarak

Jaccard’in yakin komsuluk metodu kullanilarak analiz edilmistir.



4. ARASTIRMA BULGULARI
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4.1. Cahismada Kullanmilan Candida Tiirleri

Calismada kullanilan hasta kaynakli 60 adet Candida tiirii Atatiirk Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji ABD. Laboratuvarindan temin edilmistir. izolatlar

laboratuvarimizda kendimize 6zgii bir bigimde kodlanarak muhafaza edilmistir. Cizelge

4.1°de stok kodlar1 ve daha sonraki islemlerde kullanilan kodlar1 gosterilmektedir.

Cizelge 4.1. Hasta kaynakli Candida tiirleri ve kodlari

Jel ve Jel ve
Dend. Stgk Tiir ad1 Dend. Stok Tiir ada
kodu kodu
kodu kodu
1 EA1 | Candida albicans 24 EA50 Candida albicans
2 EA2 | Candida albicans 25 EA51 Candida albicans
3 EA3 | Candida albicans 26 EA52 Candida albicans
4 EA4 | Candida albicans 24 EA53 Candida albicans
5 EA5 | Candida albicans 28 EA54 Candida albicans
5 EA6 | Candida albicans 29 EA55 Candida albicans
(A.-T.C.C 10231)
7 EA7 | Candida albicans 30 EA56 Candida albicans
8 EA10 | Candida albicans 31 EA57 Candida albicans
9 EA15 | Candida albicans 32 EA58 Candida albicans
10 EA16 | Candida albicans 33 EA59 Candida albicans
11 EAL17 | Candida albicans 34 EA60 Candida albicans
12 EA18 | Candida albicans 35 EA8 Candida krusei
13 EA33 | Candida albicans 36 EA12 Candida krusei
14 EA34 | Candida albicans 37 EA13 Candida krusei
15 EA36 | Candida albicans 38 EA28 Candida krusei
16 EA37 | Candida albicans 39 EA46 Candida krusei
(A.T.C.C 6258)
17 EA38 | Candida albicans 40 EA25 | Candida guilliermondii
18 EA39 | Candida albicans 41 EA26 | Candida guilliermondii
19 EA41 | Candida albicans 42 EA30 Candida guilliermondii
20 EA42 | Candida albicans 43 EA31 | Candida guilliermondii
21 EA44 | Candida albicans 44 EA9 Candida glabrata
22 EA48 | Candida albicans 45 EA35 | Candida glabrata
23 EA49 | Candida albicans 46 EA45 | Candida glabrata




Cizelge 4.1. (devam)
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Jel ve

Jel ve

Dend. Stok Tiir ad1 Dend. Stok Tiir ada
kodu kodu

kodu kodu
47 EA47 | Candida glabrata 54 EAl1l | Candida parapsilosis
48 EA32 | Candida tropicalis 55 EA19 | Candida parapsilosis
49 EA40 | Candida tropicalis 56 EA20 | Candida parapsilosis
50 EA43 | Candida tropicalis 57 EA24 | Candida parapsilosis

(A.T.C.C 22019)

51 EA14 | Candida pseudotropicalis 58 EA27 | Candida parapsilosis
52 EA22 | Candida pseudotropicalis 59 EA21 | Candida geotrichum
53 EA23 | Candida pseudotropicalis 60 EA29 | Candida geotrichum

Tez galismamizda 4 ayrt DNA Izolasyon ydntemi denenmis olup %100 verim sadece 4
nolu DNA Izolasyon yonteminden almmustir. Diger ii¢ yontemin Candida’larda DNA
izolasyonu sonrasinda DNA verimi yiiksek ancak daha ileri asama olan PCR sonrasi
iriinler i¢in diisiik oranda verim sagladig1 goriilmiistiir. Ayrica ¢alismamizda 13 farkh

primer ve birden fazla PCR yontemi denenmis olup bunlardan sadece 7 adet primer ve

RAPD —PCR yonteminde %90 ve lizeri oraninda verim alinabilmistir.

4.2. RAPD-PCR Sonuclari

Calisma i¢in ¢ok sayida primer denenmis fakat degerlendirilebilecek sonuglar veren 7
primer ile ¢alismalara devam edilmistir. Asagidaki sekillerde (Sekil 4.1 — Sekil 4.21)

biitliin izolatlarin, calisilan biitiin primerlerler ile elde edilen agaroz jel goriintiisii

verilmistir.
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Sekil 4.1. Hasta kaynakli Candida tiirlerinin E1 primeri ile RAPD-PCR sonucu 1 numarali jel
goriintiisti (M: Marker, NK: Negatif Kontrol, 1-22 C. albicans tiirleri)

Sekil 4.2. Hasta kaynakli Candida tiirlerinin E1 primeri ile RAPD-PCR sonucu 2 numarali jel
gortintiisii (M: Marker, NK: Negatif Kontrol, 23-34 C. albicans tiirleri, 35-39 C. krusei tiirleri,
40-43 C. guilliermondii tiirleri)
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S0bp.

Sekil 4.3. Hasta kaynakli Candida tiirlerinin E1 primeri ile RAPD-PCR sonucu 3 numarali jel
goriintiisti (M: Marker, NK: Negatif Kontrol, 44-47 C. glabrata tiirleri, 48-50 C. tropicalis
tirleri, 51-53 C. pseudotropicalis tiirleri, 54-58 C. parapsilosis tiirleri, 59-60 C. geotrichum
tiirleri)

Sekil 4.4. Hasta kaynakli Candida tiirlerinin E3 primeri ile RAPD-PCR sonucu 1 numarali jel
goriintiisit (M: Marker, NK: Negatif Kontrol, 1-22 C. albicans tiirleri)
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Sekil 4.5. Hasta kaynakli Candida tiirlerinin E3 primeri ile RAPD-PCR sonucu 2 numarali jel
goriintiisii (M: Marker, NK: Negatif Kontrol, 23-34 C. albicans tiirleri, 35-39 C. krusei tiirleri,
40-43 C. guilliermondii tiirleri)

1000 b,
750 by

500 by
400b

300 by

200 bp

Sekil 4.6. Hasta kaynakli Candida tiirlerinin E3 primeri ile RAPD-PCR sonucu 3 numarali jel
goriintiisii (M: Marker, NK: Negatif Kontrol, 44-47 C. glabrata tiirleri, 48-50 C. tropicalis
turleri, 51-53 C. pseudotropicalis tiirleri, 54-58 C. parapsilosis tiirleri, 59-60 C. geotrichum
tiirleri)
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Sekil 4.7. Hasta kaynakli Candida tiirlerinin E5 primeri ile RAPD-PCR sonucu 1 numaral jel
goriintiisii (M: Marker, NK: Negatif Kontrol, 1-22 C. albicans tiirleri)

Sekil 4.8. Hasta kaynakli Candida tiirlerinin E5 primeri ile RAPD-PCR sonucu 2 numarali jel
gortintiisii (M: Marker, NK: Negatif Kontrol, 23-34 C. albicans tiirleri, 35-39 C. krusei tiirleri,
40-43 C. guilliermondii tiirleri)
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Sekil 4.9. Hasta kaynakli Candida tiirlerinin E5 primeri ile RAPD- PCR sonucu 3 numarali jel
gortintiisit (M: Marker, NK: Negatif Kontrol, 44-47 C. glabrata tiirleri, 48-50 C. tropicalis
tiirleri, 51-53 C. pseudotropicalis tiirleri, 54-58 C. parapsilosis, 59-60 C. geotrichum tiirleri)

Sekil 4.10. Hasta kaynakli Candida tiirlerinin F5 primeri ile RAPD-PCR sonucu 1 numarali jel
gortintiisii (M: Marker, NK: Negatif Kontrol, 1-22 C. albicans tiirleri)
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Sekil 4.11. Hasta kaynakli Candida tiirlerinin F5 primeri ile RAPD-PCR sonucu 2 numarali jel
gortntiisii (M: Marker, NK: Negatif Kontrol, 23-34 C. albicans tiirleri, 35-39 C. krusei tiirleri,

40-43 C. guilliermondii tiirleri)

Sekil 4.12. Hasta kaynakli Candida tiirlerinin F5 primeri ile RAPD- PCR sonucu 3 numarali jel
gortntiisii (M: Marker, NK: Negatif Kontrol, 44-47 C. glabrata tiirleri, 48-50 C. tropicalis
tirleri, 51-53 C. pseudotropicalis tiirleri, 54-58 C. parapsilosis tiirleri, 59-60 C. geotrichum
tiirleri)
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Sekil 4.13. Hasta kaynakli Candida tiirlerinin F7 primeri ile RAPD-PCR sonucu 1 numarali jel
goriintiisii (M: Marker, NK: Negatif Kontrol, 1-22 C. albicans tiirleri)

500 b

400 bp

Sekil 4.14. Hasta kaynakli Candida tiirlerinin F7 primeri ile RAPD-PCR sonucu 2 numarali jel
gortintiisii (M: Marker, NK: Negatif Kontrol, 23-34 C. albicans tiirleri, 35-39 C. krusei tiirleri,
40-43 C. guilliermondii tiirleri)
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Sekil 4.15. Hasta kaynakli Candida tiirlerinin F7 primeri ile RAPD- PCR sonucu 3 numarali jel
goriintiisti (M: Marker, NK: Negatif Kontrol, 44-47 C. glabrata tiirleri, 48-50 C. tropicalis
tirleri, 51-53 C. pseudotropicalis tiirleri, 54-58 C. parapsilosis tiirleri, 59-60 C. geotrichum
tiirleri)

Sekil 4.16. Hasta kaynakli Candida tiirlerinin OPA3 primeri ile RAPD-PCR sonucu 1 numarali
jel gorintiisii (M: Marker, NK: Negatif Kontrol, 1-22 C. albicans tiirleri)
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Sekil 4.17. Hasta kaynakli Candida tiirlerinin OPA3 primeri ile RAPD-PCR sonucu 2 numarali
jel gortintisti (M: Marker, NK: Negatif Kontrol, 23-34 C. albicans tiirleri, 35-39 C. krusei
tiirleri, 40-43 C. guilliermondii tiirleri)

Sekil 4.18. Hasta kaynakli Candida tiirlerinin OPA3 primeri ile RAPD- PCR sonucu 3 numarali
jel gortintiisii (M: Marker, NK: Negatif Kontrol, 4447 C. glabrata tiirleri, 48-50 C. tropicalis
turleri, 51-53 C. pseudotropicalis tiirleri, 54-58 C. parapsilosis tiirleri, 59-60 C. geotrichum
tiirleri)
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Sekil 4.19. Hasta kaynakli Candida tiirlerinin OPE18 primeri ile RAPD-PCR sonucu 1
numarali jel goriintiisti (M: Marker, NK: Negatif Kontrol, 1-22 C. albicans tiirleri)

Sekil 4.20. Hasta kaynakli Candida tiirlerinin OPE18 primeri ile RAPD-PCR sonucu 2
numarali jel goriintiisii (M: Marker, NK: Negatif Kontrol, 23-34 C. albicans tiirleri, 35-39 C.
krusei ttrleri, 40-43 C. guilliermondii tiirleri)
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Sekil 4.21. Hasta kaynakli Candida tiirlerinin OPE18 primeri ile RAPD- PCR sonucu 3
numarali jel goriintiisii (M: Marker, NK: Negatif Kontrol, 44-47 C. glabrata tiirleri, 48-50 C.
tropicalis tirleri, 51-53 C. pseudotropicalis tiirleri, 54-58 C. parapsilosis tiirleri, 59-60 C.
geotrichum tiirleri)

4.3. Sonuglarn Istatistiki Olarak Degerlendirilmesi

Elde edilen jel goriintiileri her bir primer i¢in ayr1 ayr1 ve hepsi birlikte degerlendirilerek

dendogramlari hazirlanmistir.
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Sekil 4.22. Hasta kaynakli Candida tiirlerinin E1 primerine gére dendogrami




Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case
Case

Case

57
S5
S6

52
36
37
22
21
47
&0
53
59
1
31
34
33
32
29
30
14
27
28
26
25

43
]
18
12
10
35
40
15
41
20
11
49

57
58
56
55
54
45
50
38
39
13
16
17
44
45
46
51
52
36
a7
22
21
47
60
53
59

31
34
33
32
29
30
14
27
8
26
25
24
23

W o~ K3

| adoll

54

Dendrogram using Single Linkage
Rescaled Distance Cluster Combine

10 15 20 25
1 L 1 1

L] L

L

L

Sekil 4.23. Hasta kaynakli Candida tiirlerinin E3 primerine gére dendogrami
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Sekil 4.24. Hasta kaynakli Candida tiirlerinin E5 primerine gére dendogrami
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Sekil 4.25. Hasta kaynakli Candida tiirlerinin F5 primerine gére dendogrami
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Sekil 4.26. Hasta kaynakli Candida tiirlerinin F7 primerine gére dendogrami
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Sekil 4.27. Hasta kaynakli Candida tiirlerinin OPA3 primerine gére dendogrami
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Sekil 4.28. Hasta kaynakli Candida tiirlerinin OPE18 primerine gore dendogrami
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Sekil 4.29. Hasta kaynakli Candida tiirlerinin tiim primerlere gére dendogrami
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5. TARTISMA ve SONUC

Son zamanlarda patojen maya enfeksiyonlarinin sikligindaki artis ve bu nedenle ortaya
cikan mortalite ve tedavi masraflarindaki yliksek oranlar, mayalarin hizli tanisi i¢in

kullanilabilecek testlere olan gereksinimi her gegen giin artirmaktadir (Agca 2015).

Enfeksiyon etkeni olabilen ger¢ek ve firsat¢1 patojen mantarlarin tanilanmasinda,
dogrudan Gram boyama metodu ile mikroskobik inceleme ve kiiltlir yontemleri klasik
mikrobiyolojinin temelini olusturan en kolay ve en yaygin yontemler olma 6zelligini
korumaktadir. Ancak hem testlerin uzun siirede yapilmasi, hem de her zaman Kesin
sonu¢ alimmamamasi, bazi mantar tlrleri agisindan uygulanamamasi ya da alinan
sonuglarin giivenilir olmamasi bunlarin yani sira sonuglarin yorumlanmasinda olugan
sorunlar nedeniyle bu yontemlere ek olarak; klasik yontemlere kiyasla daha hizli,
duyarlilik ve oOzgillikleri yiiksek yeni tanilama yontemlerine gereksinim
duyulmustur. Bugiin fenotipik tanilama tekniklerinde kargilagilan sorunlar ve zorluklar,
molekiiler yontemlerin; mikrobiyolojinin diger alanlartyla ilgili ¢aligmalarinda oldugu
gibi mikoloji alaninda da kullaniminin yayginlagmasi, tani,
tedavi ve epidemiyoloji konusunda alinan sonucglarin basart oranini arttirmistir

(Susever 2006).

Candida tiirleri dogada ¢ok yaygin halde bulunan mayalardir. Cogu bitki tiiriinde,
memelilerde sindirim kanali normal florasinda, insan mukozalar1 ve derisinde
bulunmaktadirlar. Dogumdan kisa siire sonra genital ve iiriner bolgede agiz, bogaz ve
bagirsaklarda kolonize olurlar. Endojen florada meydana gelen degisiklikler sonucu,
deri ve mukozal yiizeylerde hizlica ¢ogalabilmektedirler. Candida tiirleri hafif dereceli
yiizeyel enfeksiyondan agir sistemik enfeksiyonlara kadar birgok farkli klinik tablonun
olugmasina yol acabilmektedirler. Normal mikrobiyal floraya sahip viicut bolgelerinde
fizyolojik kosullarm (pH, sicaklik vb.) degismesi, hormonal degisiklikler, bagisiklik
sistemini baskilayan ilaglarin kullanilmasi, kanserler veya AIDS gibi immiin yetmezlikli

hastalarda Candida enfeksiyonlarinin goriilmesi daha siktir. Hastane kaynakli Candida
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enfeksiyonlari, bulasma sonrasi kisinin agiz ya da sindirim sistemindeki maya florasinin
asir1 tiremesi sonucu olugmaktadir. Bu durum Candida kaynakli enfeksiyonlarin temel
mekanizmasini olusturmaktadir. Normal viicut florasinda bulunan Candida tiirleri
bagisiklik sistemi hasar gormiis hastalarda yasami tehdit eden enfeksiyonlara yol
acabilmektedirler. Yaygin kandidemiler’de c¢ogunlukla giris kapisi gastrointestinal
sistem (GIS) *dir. Candida enfeksiyonlar1 genelde endojen kaynakli olmasina ragmen,
saglik calisanlariyla (deri, forma, kalem vb.) tasinarak insandan insana bulagsmak
suretiyle hastane ortamlarindan da kazanilabilir. Kolonizasyon, kandidoz gelisimini
kolaylastirir. Kana karigmis maya hiicresine karsi savunmada Onemli rol oynayan
nétrofil say1 ve fonksiyonlarindaki bozukluk ise yaygin kandidoz gelisme riskini artirir.
Yayilma; bobrek, karaciger, dalak, deri, merkezi sinir sistemi ve akcigerlere olabilir ve
mikroabselerle karakterize infeksiyonlar olusur. Sistemik kandidal infeksiyon tanisi
koymak zordur, c¢ilinkii Candida insan normal florasinin bir pargasidir ve bu
organizmanin mukdz membranlar ve deriden izolasyonu invazyonun kanit1 degildir. Ne
yazik ki rutin kiiltlir yontemlerinin de kandidemiyi saptamada duyarlilig1 nispeten azdir.
Candida suslarinin genotiplendirilmesi esas alinarak yapilan ¢aligmalarda, pek ¢ok ciddi
Candida olgusunda endojen kolonizasyonun etkili oldugu gosterilmistir. Candida
tiirlerinin viicuda girme ve yayilma istekleri bakimindan (invazyon), saglam deri en

etkili bariyerdir (Atalay 2006; Ttimer 2011).

Son zamanlarda Candida tiirlerinin neden olduklar1 enfeksiyonlarda sayisal anlamda
belirli bir yiikselis olmakla birlikte, bu enfeksiyonlara sebep olan tiirlerin ¢esitliliginde
de degisiklikler goriilmeye baslamistir. Endojen kaynakli olmasi nedeniyle, hala hastane
kaynakli mantar enfeksiyonlarinda ilk sirada C. albicans vardir. Antifungal tedavilere
daha geg¢ yanit verdigi bilinen C. lusitaniae, C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis, C.
parapsilosis, C. glabrata, gibi, non-albicans tiirlerinin goriilme oram1 da hizla
artmaktadir (Ttimer 2011; Yarar 2014).

Yurti¢i ve yurtdisinda bidirilen calismalara bakildiginda; ¢ogunlukla idrar, solunum ve
kan kiiltiirlerinden izole edilen Candida tiirleri iginde C. albicans’in en ¢ok goriilen tiir

oldugu dikkat ¢ekmistir. Non-albicans tiirlerin siklik siralamasi ise ¢alismanin yapildigi
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yila ve cografik lokalizasyonuna gore degisiklik gostermekle beraber ikinci siklikta
saptanan tlirler C. parapsilosis, C. glabrata ve C. tropicalis arasinda degisiklik
gostermektedir (Hicran 2008).

Candida tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlar 6zellikle bagisiklik sistemi baskilanmig
bireylerde dnemli hastane kaynakli enfeksiyonlar arasinda olup %80 gibi bir agirliga
sahiptir. Giiniimiizde Candida’lar &zellikle YBU’nde (Yogun bakim {initesi) tedavi
goren hastalarda mortalitesi yiiksek enfeksiyonlara neden olmaktadir (Sahiner 2008;

Tiimer 2011).

Laboratuvarlarda karsilagilan en biiyiilk sorunlardan biri Candida tiirlerinin normal
florada bulunabilmeleri ve buna karsin klinik 6rneklerden alinarak besi ortamlarinda
tiretilen Candida tiirlerinin klinik olarak ne derece 6nemli oldugunun belirlenip, rapor
edilip edilmemesi konusunda bir karara varilamamasidir. Bu sebeple verilerin dogru
tanilanmasi ve yorumlanabilmesi i¢in iyi bir klinik laboratuvar protokoliine ihtiyag

vardir (Yarar 2014).

Cok merkezli olarak yapilan kapsamli bir ¢calismada, 1990’larda kandidemiye neden
olan Candida tiirlerindeki degisimin yavasladigi rapor edilmistir. Yapilan bu ¢alismada
140.000 Candida ornegi incelenmis olup, tiim Candida tiirleri iginde C. albicans
goriilme oran1 1997-2000 yillarinda %68 iken 2003 yilinda %59.5’e¢ gerilemis, C.
tropicalis oran1 %4.3’den %7.2’ye, C. parapsilosis %4.03’den %6.9’a yiikselmistir. C.
glabrata ise bu iki donem iginde %10 ve %11 olarak saptanmistir. C. Krusei tiiriinde de
bariz artislar kaydedilmemistir. Nadir goriilen Candida tiir sayisinda ciddi artislar
kaydedilmistir (Tamer 2011)

Mantar infeksiyonlarinin tanisi i¢in ilk PCR yontemlerinden biri 1990 yilinda Buchman
ve ark. tarafindan yaymlanmistir. Candida’ larda c¢ogaltim igin ergosterol
biyosentezinde yer alan sitokrom P450 L1A1l (lanosterol-14L-demetilaz) gen kodu
secilmistir. C. albicans iiremis olan on ii¢ 6rnegin her birinin PCR ¢alismasi1 pozitif

olarak sonu¢ vermis, buna ilaveten kiiltiirde iireme olmayan on yedi ornekte PCR
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caligmasina tabi tutulmus ve iki 6rnekte PCR ile pozitiflik saptanmistir. Duyarlilik 100
ul 6rnekte 10 maya hiicresi olarak bulunmustur. (Atalay 2006).

Jordan 1994 yilinda, klinik olarak onemi olan dort Candida tiiriiniin (C. albicans, C.
tropicalis, C. parapsilosis, ve C. glabrata) DNA’larin1 ¢ogaltmak ve tanilamak
amaciyla PCR’da tek primer ciftleri kullanmistir. %90’in {izerinde neonatal
kandidemiden sorumlu olan bu dort Candida tiiriinden kitin-sentaz spesifik parganin ilk
basarili amplifikasyonunu tanimlamislardir. Primer ¢ifti C. albicans kitin sentaz
geninden elde edilmistir (CHS1). CHS1’in memeli genomunda bulunmamasi nedeniyle
yalanct pozitif sonuglarin dnlenebilecegi diistiniilmiistiir. Dort PCR {iriiniiniin her biri
farkli boyutlarda tek bant olusturmustur. “Southern Blot” analizi ile tiirlere spesifik
problar kullanilarak 100 pl plazmada 10 organizma saptanabilmistir. Retrospektif olarak
kiiltiir ile kandidemi saptanan 27 pozitif 6rnegin 26’s1 PCR ile tiir diizeyinde dogru
olarak saptanmistir. PCR yonteminin hizli ve dogru tiir tayini gibi avantajlar sagladig
belirtilmistir. Bu yontemin hasta orneklerinde uygulanmasi ile neonatal kandidemi
tedavisinin zamaninda yapilacagi, boylece morbidite ve mortalitenin azalacag:

ongoriilmistir (Atalay 2006).

Enfeksiyona neden olan patojen mantarlarin genotiplendirmesinde; MLEE (multilocus
enzyme electrophoresis), SB (Southernblot) hibridizasyon, SSCP (single strand
conformational polymorphism), elektroforetik karyotipleme, bDNA (branched DNA),
HC (hybrid capture) sistemi, TMA (transcription mediated amplification PFGE (pulsed
field gel electrophoresis),), LCR (ligase chain reaction), SDA (strain displacement
analysis), polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) temeline dayali yontemler [REA
(restriction endonuclease analysis), AP-PCR (arbitrarily primed PCR), RFLP
(restriction fragment length polymorphism), RAPD (randomly amplified polymorphic
DNA), mikrosatellit analizi, RT (real- time)- PCR vb.] ve genom dizi analizi
kullanilmaktadir. PCR temelli yontemler arasinda en popiiler olant RAPD, dir. RAPD
yonteminde yaklasik 10 bazlik rastgele dizili primerler kullanilir. RAPD; yapilan PCR
amplifikasyonu sonucunda olusan farkli baz uzunlugundaki {irlinlerin elektroforez

uygulanarak agaroz jelde ylriitiilerek bant ayrimima dayanan bir yontemdir. RAPD
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analizleri, nispeten kolay, hizli ve daha az teknik donanim gerektiren bir yontemdir. C.
albicans ornekleri icin RAPD ydnteminin ayirim giictiniin, REA, MLEE ve tekrarlayan
dizilere yonelik problarin kullanildig1 diger yontemlerle benzer olmakla birlikte PFGE
yonteminden daha yiliksek ayrim giicline sahip oldugu bulunmustur. Bu calisma
verilerinden elde edilen sonuglar, Candida tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlarda,
salgin incelemesi ve insandan insana bulagma insidansinin belirlenmesi bakimindan
kiymetli bir yontem olarak kabul edilmektedir. Ancak, bu metodun amplifikasyon
temeline dayanmasi1 ve 6zgiil olmayan primerlerin kullanilmas1 nedeniyle, reaksiyon
kosullarina bagl olarak duyarlhiliklarinin degiskenlik gostermesi gibi onemli bir
dezavantaji vardir. PCR c¢alismalarinda sartlarda gerceklesecek ¢ok kiigiik degisiklikler
(kalip DNA kalite ve konsantrasyonu, yapisma sicakligi, kullanilan polimeraz kaynagi,
reaksiyon siireleri, MgCl, konsantrasyonu, primer konsantrasyonu vb.) bile
fragmanlarin  ¢ogaltilabilirligini  ve dolayisiyla yontemin tekrarlanabilirligini
etkilemektedir. Bu nedenle, bu metodun veri tabani olusturmak i¢in uygunlugu
kanitlanamamistir. PCR i¢in hazirlanan mixlerin ayni olmasi halinde dahi, cihaz
degisikliginin elde edilen bant paternlerini degistirdigi gozlenmistir. Bunun sebebinin,
farkli cihazlarin dongiiler arasinda sicaklik degisimlerindeki hiz farkina bagh

olabilecegi digiiniilmektedir (Saran 2008).

Calisgmamizda 60 Candida 6rneginin 4 farkli izolasyon teknigi kullanilarak DNA lari
izole edildi. Goriintiileme sistemleri yardimiyla DNA varlig1 kontrol edildi ve kullanilan
tiim tekniklerde DNA izolasyonu gergeklestirildi. Ancak RAPD- PCR amplifikasyonlari
sirasinda kullanilan farkli primerlerde farkli sonuglar alindi. Bu sonuglar her bir primer
icin incelendiginde; E1 primeri ile yapilan RAPD-PCR amplifikasyon goriintiileri
referans alinarak hazirlanan dendogramda Candida’lar arasi akrabalik dereceleri
incelendiginde, %57 orani ile tiim dendograma yayilis gosteren C. albicans tiirleri %25
ile de merkezde yerini almistir. Ayrica dagilim gosteren bazi C. albicans gruplar zit
kutuplarda yer alarak bu primere gore farkli suslar olabileceklerini diistindiirmiislerdir.
%7 oranlarina sahip olan C. guilliermondii ve C. glabrata tiirleri C. albicans’lar ile ayni
gruplarda yer alip benzer oOzellikler gostererek yakin akrabalik baglari oldugunu

gostermektedirler. C. glabrata tiirleri C. albicans’lara benzer sekilde zit gruplarda
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yerlesim gostermistir. %8 oranma sahip C. krusei tiirleri, C. albicans tiirlerine, C.
guilliermondii tiirlerine, C. pseudotropicalis tiirlerine ve C. geotrichum tiirlerine yakin
yerlesim gostererek yakin akrabalik baglarinin oldugunu gostermistir. %5 oraninda C.
tropicalis tiirleri hem C. albicans’lara hem de C. guilliermondii’lere yakin akrabalik
gostermistir. %5 oranina sahip C. pseudotropicalis’ler, C. albicans’lara, C. krusei’lere
ve C. geotrichum’lara yakin yerlesim gostererek yakin akrabalik baglarini gostermistir.
%3,3 oranina sahip olan C. geotrichumlar, C. pseudotropicalis ve C. glabrata’lara 1.
dereceden yakinlik gosterirken, C. albicans’lara 2. dereceden yakinlik gostererek
akrabalik derecelerini bu sekilde olusturmustur. Tiim Candida’lar iginde %8 oranina
sahip olana C. parapsilosis’ler bu primere bant vermedikleri igin
degerlendirilememistir. Nardemir 2012 yilinda Triticum aestivum fiizerine yaptigi
calismada E1 primerinin yiiksek oranda ayirici etki nitelignin oldugunu gdstermistir.
Candida’larda ilk kez kullanilan bu primer ayrim giici bakimindan dikkate almaya
degerdir (Nardemir 2012).

E3 primeri ile yapilan RAPD-PCR amplifikasyon goriintiileri referans alinarak
hazirlanan dendogramda Candida’lar aras1 akrabalik dereceleri incelendiginde, %57
orant ile tim dendograma yayilis gosteren C. albicans tiirleri %37’lik oranlara
merkezde yer almalariyla Candida’lar iginde merkezi yer aldiklarini gostermislerdir. %7
oranina sahip C. guilliermondii tiirleri, C. albicans’larla ayn1 gruplar i¢inde hareket edip
yerlesim gostererek yakin akrabalik derecelerinin oldugunu goéstermislerdir. Oranlari
%3,3 olan C. geotrichum’lar ile %1,6 oranina sahip C. pseudotropicalis tiirlerine ait bir
grup cok yakin 6zellikler gostererek cok yakin akraba olabileceklerini gostermislerdir.
Ayrica C. geotrichum’lar, C. albicans’lar ile de yakin yerlesim gostererek yakin
akrabaliklart olabilecegini gostermistir. %7 oranina sahip olan C. glabrata’lar, C.
albicans’lara ve C. pseudotropicalis’lere yakin akraba olabileceklerini gdstermistirler.
%?7 orania sahip C. krusei’ler, C. albicans’lar, C. tropicalis’ler, C. guilliermondii’ler
ve C. pseudotropicalis’ler ile yakin akrabalik dereceleri olabilecegini gostermistir. %5
oranina sahip C.tropicalis tiirleri, C. krusei ve C. albicans’lar ile yakin akrabalik
baglarin1 olabilecegini gostermis ve C. pseudotropicalis’ler ile de en uzak akrabalik

baglar1 oldugunu yerlesim diizeninde gostermistir. Tiim Candida’lar iginde %8 oranina
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sahip olan C. parapsilosis’ler bu primere bant vermedikleri i¢in degerlendirilememistir.
Daha once Candida’lar da hi¢ kullanilmayan bu primer Nardemir tarafindan 2012
yilinda Triticum aestivum tizerine yaptig1 ¢alismada kullanilmis ve ayirici etki niteligi
bakimindan zayif oldugu gériilmiistiir. Candida’lar i¢inde ayirict nitelik bakimindan

kullanilmas1 dikkate alinmaya degerdir (Nardemir 2012).

E5 primeri ile yapilan RAPD — PCR amplifikasyon goriintiileri referans alinarak
hazirlanan dendogramda Candida’lar arasi akrabalik dereceleri incelendiginde, %57
orani ile tim dendograma yayilis gosteren C. albicans tirleri %17°lik oranla
Candida’lar i¢inde merkezi bir yerleri oldugunu gostermislerdir. Ayrica C. albicans’lar
%28 oraninda bir dagilimla dendogram icinde diger tiirlere yakin dagilim gostererek C.
geotrichum, C. glabrata, C, krusei, C. pseudotropicalis ve C. guillermondii ile ¢ok
yakin akrabalik derecelerinin olabilecegini gostermistir. C. albicans’lar, C. tropicalis
tiirlerinin %1,6 oraninda olan grubuna yakin %3,3 oraninda olan grubuna ise uzak
yerlesim gostererek akrabalik derecelerinin uzak olabilecegini gostermistir. C. krusei
tirleri hem C. albicans’lara, hemde C. tropicalis’lere yakin akrabalik dereceleri
gostermistir. C. guilliermondii tiirleri hem C. albicans’lara, hemde C. krusei’lere yakin
akrabalik dereceleri gostermistir. C. glabrata tiirleri, C. krusei, C. pseudotropicalis, C.
geotrichum ve C. albicans’lara yakin akrabalik dereceleri olabilecegini gostermistir.
Tim Candida’lar iginde %8 oranina sahip olana C. parapsilosis’ler bu primere bant
vermedikleri i¢in degerlendirilememistir. Candida tiirleri i¢in hi¢ kullanilmayan bu
primer Nardemir tarafindan 2012 yilinda Triticum aestivum iizerine yaptig1 ¢alismada
kullanilmis yiiksek oranda polimorfizm gostermistir. RAPD yonteminde ayiric1 etki
niteligi ve verdigi bant sayis1 bakimindan zayif oldugu goriilmiistiir. Candida’lar iginde

ayirici nitelik bakimindan kullanilmasi dikkate alinmaya degerdir (Nardemir 2012).

F5 primeri ile yapilan RAPD-PCR amplifikasyon goriintiileri referans aliarak
hazirlanan dendogramda Candida’lar arasi akrabalik dereceleri incelendiginde, %57
orani ile tim dendograma yayilis gosteren C. albicans tiirleri %38’lik oranlara
merkezde yer almalariyla Candida’lar i¢cinde merkezi yer aldiklarini gostermislerdir.

Oranlar1 %8 olan C. krusei tiirleri farkli gruplar halinde zit kutuplarda yerlesim
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gostererek C. albicans’lara ve C. guilliermondii’lere yakin yerlesimli durarak yakin
akrabalik dereceleri olabilecegini gostermistir. C. glabrata, C. albicans’lara ve C.
guilliermondii’lere ve C. krusei’lere yakin akrabalik derecelerinin olabilecegini
gostermislerdir. C. guilliermondii hem C. albicans’lara hemde C. krusei’lere yakin
akrabalik dereceleri olabileceklerini gostermistir. C. pseudotropicalis’ler, C. albicans ve
C. parapsilosis’lere yakin akrabalik dereceleri olabileceklerini gostermislerdir. C.
parapsilosis tiirleri sadece C. pseudotropicalis ile yakin yerlesim gostermis ve yakin
akrabalik dereceleri olabilecegini diisindirmiistiir. Ayrica C. parapsilosis tiirlerinin
RAPD - PCR’da bant verdigi tek primer F5 primeridir. C. geotrichum %3,3 orani ile C.
pseudotropicalis’e yakin fakat C. albicans’lara uzak mesafede yerlesim gostermis olup
akrabalik derecelerini buna goére olusturmustur. El — Kirat 2011 yilinda yaptigi
calismada F5 primerini kullanmig ve ayrim giicii niteligi bakimindan olumlu sonuglar

almigtir. Calismamiz EI — Kirat’ in ¢alismasini destekler niteliktedir (E1 — Kirat 2011).

F7 primeri ile yapilan RAPD-PCR amplifikasyonunda C. albicans tiirleri %38’lik
oranlara merkezde yer almislardir. Oranlart %5 olan C. tropicalis tirleri ve %3,3 olan
C. geotrichum tiirleri merkeze ¢ok yakin yerlesimli olduklarin1 ve C. albicans’lara ¢ok
yakin akrabalik derecelerine sahip olduklarini gostermislerdir. Ayrica C. albicans’lar
%34 oraninda bir dagilimla dendogram i¢inde diger tiirlere yakin dagilim gostermis ve
bu dagilimda diger tiirler ile arasindaki akrabalik dereceleri agisindan 6nemlidir. C.
guilliermondii tiirleri %7 oranina sahip ve C. albicans’lara ¢ok yakin yerlesimli ve
akrabalik dereceleri bakimindan yakin 6zellik gostermistir. C. krusei tiirleri %3,3 ve %5
oraninda olmak tizere iki farkli grup ve iki zit kutupta yerlesim gostererek farkli suslar
olabileceklerini diisiindiirmiislerdir. C. glabrata tiirleri %7 oranlar ile C. albicans’lara
1. derece yakin C. tropicalis ve C. pseudotropicalis tiirlerine 2. dereceden yakin
akrabalik baglari olabilecegini diisiindiirmistiir. C. pseudotropicalis tiirleri C. krusei ve
C. albicans ile yakin yerlesim gostererek yakin akrabalik derecelerinin olabilecegini
gostermistir. Tiim Candida’lar i¢inde %8 oranina sahip olana C. parapsilosis’ler bu
primere bant vermedikleri i¢in degerlendirilememistir. El — Kirat 2011 yilinda yaptig1
calismada F7 primerini kullanmis ve ayrim giicii niteligi bakimindan olumlu sonuglar

almistir. Calismamiz El — Kirat’ in ¢alismasini destekler niteliktedir (E1 — Kirat 2011).
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OPA3 primeri ile yapilan RAPD-PCR amplifikasyonuna gore C. albicans tiirleri
%44°1lik oranla merkezde yer almiglardir. C. albicans lar, %3,3 orani olan C.
guilliermondii’lere, %5 orani olan C. glabrata’lara, %5 orani1 olan C. tropicalis’lere
yakin yerlesim gostererek yakin akrabalik baglari olabilecegini diisiindiirmiistiir. %5
oranina sahip olan C. pseudotropicalis’ler, C. albicans’lar ile ayni guruptaymis gibi
hareket ederek ve C. albicans gruplari arasina yerlesim gostererek en yakin akraba
derecelerini olusturduklar1 distiniilmiistiir. C. glabrata tiirleri C. geotrichum tiirleri ile
yakin akrabalik derecesi gostermis ve oranlart %1,6 olan 5 adet grup olusturarak %5
oranlt bir C. albicans grubuna yakin akrabalik gostermistir. Ayrica C. glabrata tiirleri
farkli gruplar halinde zit kutuplarda yerlesim gostererek farkli suslar olabileceklerini
distindiirmiislerdir. C. krusei tiirleri, C. albicans tiirlerine ve C. geotrichum tiirlerine
esit mesafede yerlesim gostererek bu seviyede akrabalik dereceleri olabilecegini
diistindiirmiistiir. Tiim Candida’lar i¢cinde %8 oranina sahip olana C. parapsilosis’ler bu
primere bant vermedikleri i¢in degerlendirilememistir. Csutak 2012 yilinda farkl sekiz
primeri kullanarak yaptigi c¢aligmada OPA3 primerini kullanmis ve yiiksek ayrim
giiciiniin oldugunu gdstermistir. Bizim yaptigimiz ¢alismada ayrim giicii bakimindan

Csutak’1in ¢alismasini desteklemektedir (Csutak 2012).

C. albicans tiirleri, OPE18 primeri ile yapilan ¢alismamizda istatiksel dendograma
homojene yakin olarak dagilim gostermis C. parapsilosis tirleri hari¢ diger ¢alisilan
tim Candida tiirlerine yakin yerlesimler gostererek yakin akrabalik derecelerinin
oldugunu distiindiirmiistiir. C. krusei tiirleri, C. albicans C. guilliermondii ve C.
geotrichum ile yakin yerlesim gostererek yakin akrabalik dereceleri oldugunu
diistindiirmiistiir. C. guilliermondi tiirleri C. albicans, C. krusei ve C. glabrata ile yakin
yerlesim gostererek yakin akrabalik derecesi oldugunu diistindiirmiistiir. C. geotricum’
tirleri dagilimda farkli Candida tiirleri gruplari arsinda yer alarak diger gruplarla
akrabalik baglarin1 gostermistir. Tiim Candida’lar i¢inde %8 oranina sahip olana C.
parapsilosis’ler bu primere bant vermedikleri i¢in degerlendirilememistir. Saran 2008
yilinda yaptig1 farkli primerleri karsilsrtirma ¢alismasinda OPE18 primerini kullanmig
ve yiikksek ayrim giicli oldugunu gostermistir. Bizim yaptigimiz ¢alismada ayrim giicii

bakimindan Saran’in ¢alismasini desteklemektedir (Saran 2008).
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Calismamizda kullandigimiz tiim primerlerimizin RAPD- PCR amplifikasyon
goriintiileri ile birlikte referans alinarak hazirlanan istatiksel dendogramda ise
Candida’lar arasi1 akrabalik dereceleri incelendiginde C. albicans’larin %35 ile
merkezde ve %57 lik oranla da tiim dendograma dagilim gostererek calismadaki
Candida’lar iginde merkezi konumda yer aldigi goriilmiistir. %5 oraninda C.
pseudotropicalis, %3,3 oraninda C. guilliermondii, C. albicans gruplar arasinda yer
alarak yakin akrabalik gosterirken, C. tropicalis tiirii %1,6 oraninda 1 kutupta ve %5
oranindada diger kutupta yer alarak C. albicans’lara 2. Dereceden akrabalik
gostermislerdir. Tiim Candida’lar i¢inde oranmi %3,3 olan C. geotrichum hem C.
glabrata’ya hemde C. tropicalis’e 1.derece yakin akraba iken C. albicans’a ise 2. derece
akrabalik gostermistir. Oranlar1 %1,6 ve %3,3 olan C. glabrata gruplar zit iki kutupta
yer almistir. Akrabalik deredeceleri C. albicans ile uzak olup C. guilliermondii, C.
geotrichum ve C. krusei ile yakindir. Oranlar1 %1,6 ve %3,3 olan C. krusei tiirleri 2
farkli grup olarak 2 zit kutupta yer almiglardir. C. albicans, C. glabrata, C.
guilliermondii, ve C. tropicalis ile yakin akrabalik dereceleri goriilmiistiir. %3,3
oraninda C. guilliermondii, C. albicans ile yakin akraba iken %3,3 oraninda C.
guilliermondii daha uzak akrabalik mesafesinde yer edinmistir. Tiim Candida’lar i¢inde
%8 oraninda bulunan C. parapsilosis, C albicans’a en uzak akrabalik derecesine sahip
olmustur. Ayni tiirlerin farkli kutuplarda yer alan bireyleri i¢in farkli suglar olabilecegi

degerlendirmesi yapilmistir.

Calismalarimizda kullandigimiz tiim primerler, yiiksek ayirim giiciine sahip olmasina
ragmen kendi aralarinda da baz1 farkliliklar sergilemislerdir. F5 primeri hari¢ olmak
tizere diger primerler C. parapsilosis tiiriine bant vermemislerdir. F5 primerinde ise bant
verimi %100 olmustur. Fakat E1, E3, E5, F7, OPA3, OPE18 primerleri %91,6 oraninda

verim gostermislerdir.

Calismamiz bir biitiin olarak degerlendirildiginde hem enfeksiyonlarin belirlenmesi
hemde sistematik acidan problemli kabul edilebilecek Candida tiirleri i¢in molekiiler
tiplendirme yontemlerinde karsilasilabilecek DNA izolasyonu ve konsantrasyonu ile

ilgili problemlerde dikkate alinarak tasarlanmistir. Candida gibi mayalar’da yiiksek
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metabolik aktiviteleri ve Ozellikle RNA miktart nedeniyle verimli gozilken DNA
izolasyon protokollerinin PCR gibi ileri islemlerde sorun olusturabilecegi
gorilmektedir. DNA verimini diisiirmeden ideal bir RNAse uygulamasinin devam eden

molekiiler calismalar i¢in 6nemli oldugu belirlenmistir.

Literatiir incelendiginde ¢esitli PCR yontemleri ve farklt RAPD primerleri ile yapilan
calismalara rastlansada, gerek etkin sonuglar olusturmasi ve gerekse’de sayisal anlamda
literatiirlin yeterli oldugu diisliniilmemektedir. Caligmamaizda bir ¢cok Laboratuvarda
kolaylikla uygulanabilecek ucuz, pratik ve sonuglar1 degerlendirilmesi kolay olan
RAPD yontemi i¢in yeni 13 primer ile denemeler yapilmis bunlardan 7’ sinin etkin

olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.

RAPD gibi bir yontemde tek bir primer ile ¢alisilmadigi dikkate alinarak, en az 3 etkin
primer sonucu degerlendirilerek dendogramlarin olusturulmasi hedeflenmistir. Primerler
bagimsiz olarak tek baslarina tutarli sonuclar olusturmasa da etkin sonug¢ veren

primerler birlikte degerlendirildiginde anlamli sonuglara ulasilmistir.

Sonug olarak biitiin veriler gz oniine alindiginda; dogru DNA izolasyon protokolii,
RAPD  primerleri ve istatistiki degerlendirmelerin ~ Klinik  Mikrobiyoloji
Laboratuvarlarinda rutin tanilama sistemlerinin olusturulmasinda kullanilabilecegi
diistiniilmektedir. Olduk¢a yaygin kullanilan RAPD yoOnteminin her laboratuvar

tarafindan kKendi standartlarini olusturarak kullanilabilecegi onerilir.
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