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OZET

Susever S (2006). invazif mantar infeksiyonlarinin tanimlanmasinda molekiiler
yontemlerin 6nemi; uygulanmasi ve geleneksel yontemler ile kargilagtirilarak
degerlendiriimesi. Istanbul Universitesi Saglik bilimleri Enstitlisti, Mikrobiyoloji
ve Klinik Mikrobiyoloji ABD. Doktora Tezi. Istanbul. 2006.

Anahtar Kelimeler: Polimeraz zincir reaksiyonu, multipleks PCR, Candida
tarleri, Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus

Bu calisma Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
T329/03112003 no’lu proje olarak desteklemigtir.

Son yillarda mantar infeksiyonlarinin éneminin artmasindan dolay etken olan
mantarlarin tanisi, tir tayini, tiplendiriimesi ve antifungal direnclilikle ilgili
calismalar hiz kazanmistir. infeksiyon etkeni olan/olabilen gercek ve firsatci
patojen mantarlarin tanimlanmasinda, dogrudan mikroskopik inceleme ve
kdltir ginimazde halen altin standart yontemler olma degerini korumaktadir.
Ancak gerek zaman alici olmasi, gerekse her zaman olumlu sonug¢
vermemeleri, bazi mantarlar agisindan zor uygulanabilir ve yorumlanabilir
olmasi nedeniyle bu ydntemlerin yani sira; daha hizli olan, duyarllik ve
6zgulliga yiksek yeni tani ydntemlerine gereksinim duyulmustur. Calismada,
molekller yontemler kullanilarak bazi mantar infeksiyon ve etkenlerinin tar
dizeyinde tanilarinin, yapilabilmesi amaclanmistir. Calisma boyunca
geleneksel yontemler de paralel olarak uygulanmig ve deneylerin bitiminde her
iki yontem karsilastirilarak yorumlanmistir. Mantar DNA’sini elde etmek igin
klasik fenol- kloroform-izoamilalkol ve ticari DNA ekstraksiyon kiti kullaniimis,
ticari kit ile DNA'nin elde edilmesi 6-7 saatte tamamlanirken, bu sire fenol
kloroform izoamilalkol yénteminde yaklasik 9-10 saat olarak belirlenmistir.
Calismada, mantarlarin ITS1, ITS2, ITS3, ITS4, 58S rDNA ve 28S rDNA
bdlgelerinden secilen genel ve tiire 6zgl primerler kullaniimistir. Genel primer
ile 550bp’de mantarlara, tlre 6zgl primerlerin kullaniimasi ile: 273bp’de
C.albicans, 320bp’de C.parapsilosis, 423bp’de C.glabrata, 357bp’de
C.tropicalis, 385bp’de A.fumigatus ve 136bp’de C.neoformans’a ait bant
saptanmigtir. Mikroskopi, kultir ve PCR olumlu yedi (%19.4); mikroskopi
olumsuz, PCR olumlu 16 (%44.4), mikroskopi olumsuz kiltir ve PCR olumlu
altt (%16), ornek belirlenmigtir. Higbir 6rnegin PCR’1 olumsuz, kuiltir ve
mikroskopisi olumlu bulunmamigtir. 50 immunsupressif hastaya ait klinik
6rneklerin 27(%54)’sinde multipleks PCR y6ntemi ile, 17(%34)’sinde de kiiltirel
ybntemler ile olumlu yanit alinmistir. Anamnezlerinde 6rneklerin génderildigi
dénemde antifungal tedavi altinda olduklari belirtilen ve kiltlr sonucu olumsuz
olarak saptanan 10(%20) hastanin timU multipleks PCR testi ile olumlu yanit
vermistir. GCalismada Kappa istatistiksel analiz testi yardimi ile kultir ve PCR
uyumu 0,61(p<0,001), mikroskopi PCR uyumu ise 0,24 (p<0,001) olarak
saptanmistir.Uygulanan PCR yénteminin duyarlihdi %100, 6zgulligu ise %69,7
olarak belirlenmistir.Sonug olarak geleneksel ybéntemleri gbzardi etmeden
ortam kosullari ve Kklinik tablo esas alinarak; gerekli testlerin gereken
zamanlarda uygulanmasi; verilerin Klinik, histopatolojik ve gérintileme
teknikleri ile birlestirilip dogru yorumlanabilmesi kanisina variimistir.
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ABSTRACT

Susever S. The significance and application of molecular methods for
description of invasive fungal infections and evaluation and comparison of the
test results with conventional methods.istanbul. 2006. istanbul University,
Institute of Health Science, Depatment of Microbiology and Clinical Microbiology

Key Words: Polymerase chain reaction, multiplex PCR, Candida species,
Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus

This study was supported by The Research Support Unit of istanbul University
as the project no T329/03112003.

Since the importance of the fungal infections are increased in last years,
studies related to the typing, identification and the antifungal resistance of the
causitive agents have been speed up. In the determination of true or
opportunistic pathogens as a causitive agent, direct microscopy and culture
techniques are still gold standart but interpretion and application of these
techniques are difficult for some fungi and they are not time consuming.
Because of these reasons, the new and rapid techniques which have had high
sensitivity and specificity are needed. In this study the causitive agents of the
fungal infections were identified in species level by using the moleculer
techniques and results were compared with the conventional methods. For the
isolation of fungal DNA, classical phenol-chloroform-isoamilalcohol procedure
(9-10 hours) and commercial DNA extraction kit (6-7 hours) were used, and
general and species specific primers from ITS1, ITS2, ITS3, ITS4, 5,8S rDNA
and 28S rDNA regions were choosen. In PCR results, a 550bp band was
observed as universal primers. Species-specific primers for C.albicans,
C.parapsilosis, C.glabrata, C.tropicalis, C.neoformans and A.fumigatus were
occurred 273bp, 320bp, 423bp, 357bp, 136bp and 385bp band on gel,
respectively. It was found that all of the samples were positive by microscopy,
culture and PCR in 7 samples (19.4%), the number of samples with
microscopy negative but PCR positive were 16 (44.4%) and the number of
samples with microscopy negative but culture and PCR positive were 6 (16%).
There were no samples that PCR negative but microscopy and culture
positive.27(54%) and 17 (34%) clinical samples taken from 50
immunosuppressive patients were positive when tested by multiplex PCR and
cultural methods, respectively.10(20%) samples taken from patients under the
antifungal therapy were negative by cultural methods, but they were positive
when tested by multiplex PCR. In this study, the agreement between the
culture - PCR and microscopy - PCR when calculated with a Kappa statistic
was 0.61 (p<001) and 0.24 (p<0001), respectively. The sensitivity and
specificity of PCR compared with cultural methods were 100% and 69.7%,
respectively. In conclusion, not only conventional methods and clinical
symptoms but also rapid-sensitive and histopathological test results should
combine for the best description of fungal infections.
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ZUSAMMENFASSUNG / RESUME

Die Wichtigkeit und Anwenjdung von molekularbiologischer Methoden in der
Diagnose von invasiven Pilzinfektionen und die Bewertung durch den Vergleich
mit traditionellen Untersuchungsverfahren.istanbul Universitat, Institut fiir
Gesundheitswissenschaft.Doktor Arbeit . istanbul 2006.

Schlisselworter: Polymerase-Ketten-Reaktion, multiplex PCR, Candida
spezies, Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus.

Diese Arbeit wurde von der Abteilung flr wissenschaftliche Forschungsprojekte
der Universitat istanbul untertiirzt.Projekt Nummer: T329/03112003

Da die Bedeutung von Pilzinfektionen in den letzten Jahren gestiegen ist, haben sich
die Forschungen Uber die Bestimmung der Pilzerreger, ihrer Identifizierung,
Typizierung und antimykotischer Resistenz beschleunigt. Fir die Bestimmung von den
primer und fakultativ pathogenen Pilzen die die yrsache von der infektion sind/sein
kénnten gelten direkte mikroskopische Untersuchungen und Kultur heute immer noch
als der goldene Standard.Weil diese Methoden viel Zeit in Anspruch nehmen, nicht
immer positiv sind, bei manchen Pilzen schwer anzywendeN und zu bewerten sind,
werden neben ihnen schnEllere, spezifischere und sensitivere neue Methoden
gebraucht. Ziel der vorliegenden Arbeit war molekulare biologische Methoden
anzuwenden um Pilzinfektionen und deren Erreger zu identifizieren. Im Laufe dieser
Forschung wurden traditionelle Untersuchungsverfahren parallel mitgearbeitet und am
Ende der Versuche wurden die zwei Methoden verglichen und bewertet. Fir die
isolierung der Pilz-DNA wude die klasische fenol-chloroform-isoamilalkohol Methode
und ein kommerzielles DNA Extraktions-kit verwerdet.Die DNA-Extraktion mit dem
kommerziellen Kit dauerte 6-7 Stunden und mit der fenol-chloroform-isoamilalkohol
Methode 9-10 Stunden. Bei der Arbeit wuden generelle und spezifische Sonden der
folgenden Bereiche der Pilze Angewant: ITS1, ITS2, ITS3, ITS4, 5,8S rDNA und 28S
rdna. Mit den generellem primer wuder Banden bei 550bp, mit den spezifischen
Primern wurden folgende Banden:273bp bei C.albicans, 320bp bei C.parapsilosis,
423bp bei C.glabrata, 357bp bei C.tropicalis, 385bp bei A.fumigatus und 136bp bei
C.neoformans gefunden. Sieben (19,4%) Proben waren mikroskopisch, kulturell und
mit PCR positiv, 16 (44,4%) waren mikroskopisch negativ und PCR positiv, 6 (16%)
ware mikroskopisch negativ, kulturell positiv und PCR positiv. Von den Proben die von
50 immungeschwachten patienten entnommen wurden, gaben 27(54%) mit der
multiplex- PCR Methode ein positives €rgebniss und bei 17(34%) war die Kultur
positiv. Bei allen 10(20%) Patienten die angegeben hatten, dap sie bei der €ntnahme
der Probe antimykotische Therapie genommen hatten, war die Kultur negative und das
PCR-Resultat positiv. Bei dieser Arbeit wurde mit der Ihilfe des Kappa-Analyse-Testes
das Zusammenpassen von Kultur und PCR 0,61% (p<0,001)ausgewahrtet. Die
sensitivitat der PCR Methode war 100%, die Spezifitat war 69,7%.Als €rgebniss sind
wir dazu gekommen, daf die traditionellen Methoden nicht vernachlassigt werden
sollten und dabei die virhandenen Bedlingungen und das klinische Bild beachtet
werden sollte, die nétigen Verfahren in der nétigen Zeit durchgefiihrt werden sollten
und die Ergebnisse mit klinischen, histopathologischen und Réntgen-Befunden
zusammengefapt werdwen sollten.



1. GIRIS VE AMAC

Son yillarda mantar infeksiyonlarinin éneminin artmasindan dolayi etken
olan mantarlarin tanisi, tar tayini, tiplendirilmesi ve antifungal direnglilikle ilgili
calismalar hiz kazanmistir. Agir klinik tablo gelistirmis veya cerrahi girigsim
uygulanan hastalar agisindan, tani ve tedavi yaklasimlarindaki gelismeler,
gercek patojen ya da firsatgl mantarlara bagli yasami tehdit edici
infeksiyonlarin artisini da beraberinde getirmistir. Ozellikle immiinsupressif
hastalarda tani ve tedavinin erken ddénemde gerceklesebilmesi ylUksek
mortalite hizini  diisirmek acisindan ¢ok &nemlidir. invaziv mantar
hastaliklarinin etkenlerinin tanimlanmasinda, dogrudan mikroskopik inceleme
ve KkUltdr gunumizde halen altin standart ybntemler olma degerini
korumaktadir. Ancak gerek zaman alici olmasi, gerekse her zaman olumlu
sonu¢ vermemeleri, bazi mantarlar acgisindan zor uygulanabilir ve
yorumlanabilir olmasi nedeniyle, bu ydntemlerin yani sira; daha hizh, duyarhlik
ve 6zgulligl yuksek yeni tani yéntemleri gelistirimektedir. Son yillarda DNA
cogaltma yoéntemlerinin gelisimi bu gucliklerin ¢cbézimlenmesinde énemli bir
adim olarak dikkatleri cekmektedir (22,48,70,71,84).

Mantar infeksiyonlarinin molekuler tanisi ya dogrudan hasta érnegi ya da
kdltdr ortamindan gerceklestirilebilir. Molekdler taninin ilk basamaginda
Oncelikle, hastada varligindan kusku duyulan mantar hastaliginin kanitlanmasi,
ikinci agamada ise infeksiyon etkeni olan mantarin tir diizeyinde tanimlanmasi
amagclanmigtir. Mantarlarin tanimlanmansinda en yaygin olarak kullanilan iki
DNA bolgesi, kiguk ve buyik ribozomal alt-tniteleri arasinda yer alan tare 6zgu
internal transcribed spacer (ITS) ve blylk ribozomal alt-tnitesinin(26S) D1/D2
bolgeleridir. Bu bdlgeler tur dizeyinde farkliliklar gosteren yeterli zincir
hetorejenligini icermektedir; dolayisi ile tlr tanisi ve mutasyonel degisikliklerin
ortaya konmasi icin daha uygundur. Genel olarak, nikleotid degiskenligi ayni
cinslere ait tirler arasinda %1’den daha az iken farkli cinslere ait tlrler arasinda
bu oran daha fazladir. Mantarlarin genotiplendirme ¢alismalarinda, protein
kodlayan intron bdlgeler ve ribozomal DNA (rDNA) gibi protein kodlamayan gen
boélgeleri hedef olarak kullanihr (48,70,71,84).

Son 10 yida, patojenik mantarlarin filogenetikleri (zerine yapilan
arastirmalarda blydk bir artis olmustur (33). Ribozomal dizi, mitokondrial ve

diger nukleer DNA zincirlerinin analizleri birgok mantar tirinin genetik 6zelligi
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ve tiurler arasindaki genetik iliskinin dizeyini belirlemek icin kullaniimaktadir.
Filogenetik arastirmalar sayesinde, bircok anamorfik (eseysiz Ureyen) ve
Ascomycota veya Basidiomycota gibi telemorfik (eseyli Greyen) 6zelliklere de
sahip organizmalar arasinda yakin genetik iliski bulundugunun ortaya
koyulmasi (32), cok sayida patojenik ve saprofit mantar gruplarina ait DNA
yapilarinin uluslararasi veri tabanlarina girilmesi ve filogenetik iliskinin daha iyi
anlasiimasi; mantar hastaliklarinin hizli DNA-tabanl testlerle tanimlanmasina

blyUk katkilar saglamigtir.

Bu amacla yapilan calismalarda en cok tercih edilen genomik alanlar
ITS’nin yanisira mitokondriyal sitokrom b, filogenetik yénden bilgi saglayici
genetik molekiiller (large subunit rDNA), P450L1A1 dimetilaz ve aktin bdlgeleri
olmus bu baglamda restriksiyon pargalari uzunluk polimorfizm (RFLP), ilk
uygulanan ydntemlerden biri olma niteligini kazanmigtir. Bu yéntem, mantar
genomunun  restriksiyon  profillerini  belirlemede  kullanilir.  Yéntemin
uygulanmasinda sirasi ile gercgeklestirilen iglemler dizisinde o6ncelikli olarak
restiriksiyon enzimleriyle mantar DNA’sI kesilir ve kesilen DNA bdlgeleri agaroz
jel elektroforezi yardimiyla buytklUklerine gére ayrilarak Southern blot ile
agaroz jelden nitroselliloz ya da naylon membrana aktarlir. Son olarak da
membrana bagh olan nikleik asitler, incelenen gen bdlgesine 6zgl olan isaretli
prob ile hibridize edilir. Restriksiyon enzimlerinin tanidigi bdélgeler tirden tire
degiskenlik gbsterdiginden ayni tire ait mikroorganizmalar benzer bantlari
icerirken, degisik tarlere ait mikroorganizmalar farkli bantlar olustururlar.
(14,25,70,71) 1987 yilinda Scherer ve Stevens tekrarlayan ribozomal DNA
iceren (RNA kodlayan genler) RFLP temelli calismalarinda gesitli Candida
tarlerini idantifiye etmiglerdir (72).

Rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) yéntemi 1990-1991 yillarinda
Williams, Welsh ve Mc Clelland tarafindan gelistirilmistir. Bu yéntemde, DNA'nin
amplifikasyonu sirasinda kalip DNA’ya hibridize olan 9-10 baz siral rastgele
(ten-mer oligondkleotid) primerler kullanilir. Genom veya ilgili DNA dizini 6n
bilgisinin gerekli olmayisi bu yéntemin avantaji olarak kabul edilebilir. Suglar
arasinda primerlerin baglanma yerlerinde gerceklesmis olan mutasyonlar bant
polimorfizminin ortaya ¢gikmasina neden olur. Sonug olarak agaroz jel Uzerinde
tipik bantlar ortaya c¢ikar. Bu ydntem Candida ve Aspergillus tdrlerinin
epidemiyolojik tiplendirilmelerin de kullaniimistir (6,9,44,87,89).
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Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), duyarlilik ve 6zgulligut yiksek olan; yeni
ve 6nemli bir ydontemdir.Glnimuzde kullanimi giderek yayginlasan bu ydntem
yardimi ile, klinik 6érnekten etkenin saptanmasi, izole edilen susun ve alttiplerin
tanimlanmasi mimkan olmaktadir; ¢ift iplikli kalip DNA molekdltindeki hedef gen
bélgesine 6zgl iki oligonUkleotid primerin baglanarak (annealing) uzamasi
(extension) ve cogalmasi (30-40 dbngu) testin esasini olusturur, ortaya cikan
urlin agaroz jel Gzerinde kolaylikla géruntllenebilir (5,6,14,22,44, 47).

PCR yodnteminde birden fazla tire 6zgl primer ciftinin kullaniimasi
sonucunda multipleks PCR testi gelistiriimistir. Bu teknikte, ilk asamada genis
6zgulligh olan DNA Granu (6rnegin, ITS bdlgesi) codaltihr ve daha sonra bu
drtn tdre-6zgu primerler ile reaksiyona sokulup, DNA Urdnleri jel Gzerinde farkli
bantlar olusturur (98). Elde edilen Uriin, sadece sdz konusu tlr agisindan
amagclanan hedefe ézeldir.

Chang ve arkadaglarn kan kultdrinden multipleks PCR yontemi ile iki gift
primer kullanarak C.glabrata (482 ve 483bp), C.guilliermondii (248bp),
C.parapsilosis (229bp), C.albicans (218 veya 219 ve 110bp), C.tropicalis (218
bp), C.neoformans (201bp) ve C.krusei’yi (182bp) tanimlamiglardir (18).

Luo ve arkadaslari ise ‘multipleks PCR’ yontemi ile iki ayri panel altinda
primer cifti kullanarak A.fumigatus (385bp), C.albicans (273bp), C.glabrata
(423bp), C.parapsilosis (320ve 300bp), C.tropicalis (357bp) ve C.neoformans’i
(136bp) saptamislardir (59).

Multipleks PCR ydntemi, ayni klinik tabloya neden olan mikroorganizmalar
veya baska, Ongdérilmemis bir mikroorganizmaya bagl yalanci pozitifligi de
ortadan kaldirmaktadir (44). Bu ydntem ile sekiz saat gibi kisa bir surede ve
ayni deney boyunca birden fazla mantarin tir dizeyinde tanisini yapabilmek

mumkudn olmaktadir (44).

Calismada, molekiler yéntemler kullanilarak mantar infeksiyonlarinin ve
etken olan mantarlarin tir dizeyinde tanilarinin; yapilabilmesi amaglanmistir.
CGalisma boyunca geleneksel yontemlerin de paralel olarak uygulanmasi ve
deneylerin  bitiminde her iki ydntemin karsilastinlarak yorumlanmasi

planlanmigtir.



2. Genel Bilgiler

Mikoloji kelimesi Yunanca mykes (mantar) ve logos (bilim) kelimelerinin
birlesmesi sonucunda olugmustur. Mantar infeksiyonlari mikoz olarak
adlandirilir (2,93).

Mantar infeksiyonlarina ait bilinen en eski bilgi Hindu kutsal yazitinda
(Samhita, M.O. 2000-1000) bulunmaktadir. M.O 400-300 yillarinda Hipokrat'in
thrush olarak adlandirdigi agizdaki Candida infeksiyonuna ait bilgiler;
A.C.Celsus’un sekiz ciltlik “De re medicina” adli eserinde yer almis ve ilk mikoz
olgulari olarak sunulmustur. G. Bauhin (1560-1624) “Pinax Theatri Botanici” adl
eserinde 100 kadar mantarin &zelligini bildirmigtir. Mantarlarla ilgili gercek
anlamda ik sistematik calismalar ise XVll.ylzyilda Antonie van
Leeuwenhoek’'un (1632-1723) mikroskobu kesfi ile gergeklesmistir. Mikolojinin
kurucusu olarak kabul edilen Italyan botanist P.A. Micheli 1729'da “Nova
Plantarum Genera” adli eserinde mantarlar ile ilgili degerli arastirmalarini
yayinlamistir. E.Fries (1794-1878), mantar sistematiginin esasini “Systema
Mycologicum” adli eserinde sunmus, A.Bassi 1835'de ipekbdceklerinin
muskardin hastaliginda sonralari “Beauveria bassiana” olarak adlandirilan bir
kif mantarinin etken olabileceginden séz etmistir (2,10,52,86,95,96).

Mantarlar dogada bolca bulunur ve 250000 kadar tir icerirler, ancak 150-
200 civarinda gercek ve firsat¢l patojen tlrdndn insanlar icin hastalik yapici
Ozelligi bildirilmigtir. Mantarlar bitkilerden farkh olup prokaryotlardan daha
yUksek organizasyon goésteren o6karyot mikroorganizmalardir. Boyut olarak
bakterilerden daha buyuktirler (mayalar 3-10um, kifler morfolojilerinden dolayi
kesin olarak bilinmemekle beraber mayalardan blylk). Nikleuslari bir zarla
cevrili olup birden fazla kromozoma ve nukleolusa sahiptir. Sitoplazma
zarlarinda sterol bulunur, sitoplazmalarinda mitokondri, endoplazmik retikulum,
golgi aygiti icerirler ve ribozomlari 80S’tir. Mantarlarin hiicre duvarlar glukan,
mannan, kitin ve kitozan agisindan zengindir. Klorofil icermezler,
heterotrofturlar, aerop ve fakultatif anaerop 6zellikli olabilirler, ototrof ve zorunlu
anaerop olan bir mantar tir hentz bilinmemektedir. Bazi mantarlar dimorfizm
(cift bigimlilik) gOsterirler; hem maya, hem de kif seklinde olabilirler. Mantar

hastaliklarinin tedavisinde antifungaller kullanilir. Mantarlardan fermentasyon
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isleminde, steroid ve antibiyotik yapiminda, bitkilerde hormon olarak ve
peynirlerin olgunlastirimasinda yararlanilir. insan ve hayvanlarda mikoza,
bitkilerde c¢irime ve hastaliklara, mikotoksinleri ile zehirlenmeye, allerjik
yanitlara ve cansiz maddelerde bozulmalara neden olma, zararlari arasinda
sayilabilir (38,40,52,69,80,93).

Mantar sporlari

A- Mantarlar, ortam kosullarina direncli ve havada kolaylikla yayilabilme
Ozelligine sahip olan sporlari aracihdiyla Urerler. Bu sporlar eseyli (meyoz/
telemorfik) ve eseysiz (mitoz/ anamorfik) cogalma sonucunda meydana gelirler
(14,93).

B- Eseysiz ureme (14,93)

Mitoz bdlinme temeline dayanir. Artrokonidya, blastokonidya, klamidokonidya,
konidyospor ve sporanjiyospor eseysiz spor ¢esitleridir .

Artrokonidya; Dikdértgen ya da figi gériniminde olup, 6zellikle bélmeli hif
yapan mantarlar tarafindan siklikla hifin pargalanmasi sonucunda meydana
gelir.

Blastokonidya; Ana hiicreden bir tomurcuk seklinde olusan ¢ikintidir.

Klamidokonidya; Sitoplazmanin yodunlagsmasi ile olusmus, 1si ve kuruluga
direngli kalin duvarl sporlardir.Hiflerin uglarinda yer aldiginda “terminal’,
ortasinda bulundugunda “interkalar”, yan kisimlarinda bulundugunda ise “sesil”

klamidokonidya olarak isimlendirilirler.

Konidyospor; Hiflerin ucunda bulunan serbest sporlar olup; olusturulduklari
hiflere farkli sekillerde baglanirlar. Cok hiicreli ve blylk ise makrokonidyum; tek
hucreli ise mikrokonidyum adini alir, bazen de boncuk gérinimuinde dizilim
gbsterir.

Sporanjiyospor; Sporanjiyofor olarak tanimlanan bélmesiz hiflerin ucundaki

ince duvarl sporanjiyum denen keseler icinde yer alan hicrelerdir.



B- Eseyli Ureme (14,93)

Meyoz bélinme temeline dayanir. Zigospor, askospor, bazidyospor ve oospor

eseyli spor cesitleridir.

Zigospor; Uygun iki hifin ucundaki 6zguin hiicreler yanyana geldiginde, aradaki
bbélmelerin kaybolmasi ve hicrelerin birlesmesi (flzyon) sonucu olusmus kalin

ceperli yeni hicrelerdir.

Askospor; Askus iginde yer alan; anteridyum ve askogonyumun birlesip

batinlesmesi sonucunda olusmus (2-8 adet) sporlardir.

Bazidyospor; Uygun iki hicrenin birlesmesi sonucunda; hiflerin ucundaki

bazidiyum Gzerinden ¢ikan dért sapin her biri lzerine yerlesmis sporlardir.

Oospor; Anteridyum ve oogonyumun kopriler aracihdi ile birleserek

olusturduklan kalin duvarlarl yeni sporlardir.

Siniflandirma (14)

GUnimuzde tipsal agcidan 6nemli mantarlar séyle siniflandiriimigtir.
Domain (alan): Eukaryota

Kingdom (alem): Fungi
Division (bélim): Chytridiomycota

Division (b6lim

):
):

Division (b6lim): Zygomycota
): Ascomycota
):

(

(

(
Division (b6lim): Basidiomycota
Anamorfik mantarlar

Chytridiomycota:

ilkel mantarlardir. Bu bélimde yaklasik 100 cins ve 1000 tir( igeren, higbiri
insanda patojenite gbstermeyen mantarlar yer alir. Turlerinin gogdu su ortaminda

yasar ve meyoz sonucunda olugan hareketli sporlari zoospor adini alir.



Zygomycota:

Bu bélimde yer alan mantarlarin micelyumu bdlmesizdir. Yaklasik 175 cins ve
1000 turd icerirler.

Order (takim): Entomophthorales
Genus (cins): Basidiobolus

Genus (cins): Conidiobolus

Order (takim): Mucorales
Genus (cins): Absidia
Genus (cins): Mucor
Genus (cins): Rhizomucor
Genus (cins): Rhizopus

Cunninghamella

Genus (cins): Syncephalastrum
Genus (cins):Apophysomyces
Genus (cins):Saksenaea

Genus (cins):Mortierella

(cins)
(cins)
(cins)
(cins)
Genus (cins)
(cins)
(cins)
(cins)
(cins)
)

Genus (cins): Cokeromyces

Hareketsiz sporanjiyosporlar sporanjiyum iginde yer almigtir. Eseyli UGreme

sonucunda kalin duvarli zigospor olusarak haploid migelyum gelisir.
Ascomycota:

Yaklagik olarak en az 3200 cins ve 32000 tlirden ibarettir. Eseysiz UGreme
sonucunda konidyajen6z hicrelerden konidya; eseyli Ureme sonucunda ise
askus i¢indeki askosporlar olusur.

Genus (cins): Ajellomyces (dimorfik sistemik 6zellikli patojen mantarlarin
telemorfu)

(Anamorfik cinsleri: Blastomyces,Emmonsia,Histoplasma)
Genus (cins): Pseudallescheria boydii (telemorfik)
(Anamorfik cins: Scedosporium)

Genus (cins): Ascomycetes mayalar (telemorfik)



(Anamorfik cins: Candida)
Basidiomycota:

Yaklasik olarak 22.000 tOrG icerir. Micelyumu boélmelidir. Eseysiz Ureme
sonucunda bazi tdrlerinin Ascomycota’da oldugu gibi konidya olusturdugu
bilinmektedir. Eseyli Ureme sonrasinda bazidiyum Uzerinde bazidiyospor

olusumu g6zlenir.

Bu boélimde yer alan ve tibben 6nemli olan az sayidaki bazidiyomigetes
mayalar;  Cryptococcus, Malassezia ve  Trichosporon; filament6z
bazidiyomicetes ise Schizophyllum’dur.

Anamorfik mantarlar‘in siniflandiriilmasi (6nceki adi: fungi imperfecti,

deuteromycota) (14).

Eseyli (telemorfik) fazi gbérilmeyen veya tanimlanamayan; c¢ogunun
Ascomycota, bazilarinin da Basidiomycota bdéliminde bir eseyli seklinin

olabilecegi varsayilan mantarlar bu bélimde yer alirlar.

Class (sinif): Hyphomycetes

Micelyum septalidir. Konidya; ya dogrudan hif Uzerinde veya konidyofor
ucundadir. Bu sinifta tibben 6nemli olan Aspergillus, Cladophialophora,
Fusarium, Microsporum, Phialophora, Scedosporium ve Trichophyton gibi ¢ok

sayida mantar cinsi yer almistir.

Class (sinif): Coelomycetes

Micelyum septalidir. Konidya; ya u¢ kismi acik olan yuvarlak piknidya, ya da
diz, yassi goérinimli aservuli’de Uretilir. Bu sinifin; Lasiodiplodia ve

Pyrenochaeta gibi cok az sayida birkag Uyesi tibben énemlidir.

Class (sinif): Blastomycetes

Genus (cins): Candida

Tallus (mantar vlicudu)'un igerigi serbest tomurcuklu hicreler veya yalanci

micelyumdur. Bu sinfta yer alan mantarlarin idantifikasyonlarinda
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morfolojilerinden ziyade fizyolojik 6zelliklerinden yararlanilir. Siyah mayalarin
cogu gercek migelyuma sahip oldugu i¢in hyphomycetes sinifinda yer alir.

Mantarlarin bir kismi gercek patojen, diger bir kismi ise firsat¢i patojen
Ozellik gobsterir. Firsatgl patojen veya saprofit olarak tanimlanan mantarlar;
karsinom, obezite, diabetes mellitus, yasllk, kéti ekonomik kosullar, gebelik,
kemoterapi, yogun sitotoksik, steroid ve genis spektrumlu antibiyotik kullanimi,
radyasyon, hicresel immin yetmezlikler, nétropeni, ciddi yaniklar, narkotik
bagimhligi, tedavi amagcl kullanilan yeni protezlerin ve parenteral beslenmenin
genis capta uygulanmasi, invazif girisimler v.b. vlcut direncini azaltan
kosullarda hastaliklara neden olurlar.insanda hastalik olusturan mantarlar;
dogal ortamlari, anatomik lokalizasyonlari ve tUreme &zellikleri esas alinarak
incelenirler. Dogal ortamlarina goére; antropofilik (insandan bulasan), zoofilik
(hayvandan bulasan) ve jeofilik (topraktan bulasan) tirler olmak Gzere U¢ gruba
ayrilirlar. Anatomik lokalizasyonlarina goére ise ylUzeyel, sistemik ve deri alti
yerlesim gosterirler (30,40,93) (tablo 2.1.).



10

Tablo 2.1. Mantarlarin anatomik lokalizasyonlarina (ylzeyel, deri, deri alti ve sistemik ) gére yaptiklari hastaliklar(30,93)

Anatomik lokalizasyon Etken mantar

Yiuzeyel

Deri ( kutandz)

Deri alti

Sistemik

(Gergek patojen

(Firsatgl patojen mantarlar ile)

mantarlar ile)

Malassezia furfur
Exophiala werneckii
Trichosporon beigelii

Piedraia hortae

Microsporum, Trichophyton tirleri, Epidermophyton

floccosum,

Candida albicans ve diger Candida tdrleri

Sporothrix schenckii

Phialophora verrucosum

Fonsecaea pedrosoi
Pseudallescheria boydii

Madurella mycetomatis

Alternaria, Scedosporium, Curvularia

Lacazia loboi

Cocccidioides immitis
Histoplasma capsulatum
Blastomyces dermatitidis

Paracoccidioides dermatitidis

Candida albicans ve diger Candida tdrleri
Cryptococcus neoformans

Aspergillus fumigatus ve diger Aspergillus tirleri
Mucor, Rhizomucor, Rhizopus, Absidia tlrleri ve
diger Zygomycetes

Fusarium

Geotrichum

Trichosporon

Pneumocystis jiroveci

Mikoz

Pitriyazis versikolor
Tinea nigra
Ak piedra

Kara piedra

Dermatofitoz

Kandidoz

Sporotrikoz
Kromoblastomikoz
Kromoblastomikoz
Migcetoma
Migcetoma
Feohifomikoz

Lobomikoz

Koksidiyoidomikoz
Histoplazmoz

Blastomikoz

Parakoksidiyoidomikoz

Sistemik kandidoz
Kriptokokkoz
Aspergilloz

Mukormikoz (zigomikoz)

Fusaryoz
Geotrikoz
Trikosporonoz

Pndmosistoz
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Ureme 6zellikleri ve morfolojilerine dayanarak mantarlar, maya ve kif
olmak Uzere iki grupta incelenir. Bazi mantarlarin ise hem kif hem de maya
sekilleri [(difazik, dimorfik):37°C ve %10CO, varliginda maya, 25-26°C’de kuif]
vardir. Kif seklindeki mantarlarin esas yapi birimi hif olarak adlandirilan ¢ok
hicreli filamentéz kolonilerdir. Hiflerin bir araya gelerek olusturduklar topluluga
micel adi verilir. Bazi kiflerde hifler enine olarak bolunmdstir. Bu bdlmeler
septum adini alir. Septumlara sahip olan kifler septumlu (bélmeli), olmayanlar
ise septumsuz (bdlmesiz) hifli olarak adlandirilir. Bolmesiz hiflerin ¢api 10-15
um olup, 2-5 um caph bdlmeli hiflerden daha genistir. Miceller; beslenme iglevi
glren vejetatif micelyum ve cogunlukla Greme elemanlarini (eseyli spor, eseysiz
konidya) tasiyan havasal (aeryal) ya da Greme (reproduktif) micelyumu olmak
Uzere iki gesittir. Raket, nodiler, taraksi, spiral, favus samdani ve kéksul (rizoid)
yapidaki hifler mantar tlrlerine gore degisiklik gésterip, mikroskopik incelemede
taniya yardimci olurlar (38,40,52,69,80,93).

Maya seklindeki mantarlar tek hlcreli olup, yuvarlak veya oval (2-8 X 3-15
um), bazen de silindirik sekilde olabilir ve Gram pozitif zellik gésterirler.Mayalar
basitce tomurcuklanarak Greyen mikroorganizmalardir. Tomurcuklanma sonucu
olusan yavru hicre (blastokonidya) ana hicre blyUkligune eristiginde kopar ve
ana hdcrenin aynisi olan yeni bir hiicre meydana gelir. Bazen kopma olayi tam
anlami ile gergeklesmeyebilir ve olusan yeni hiicreler birbirlerine yapigik kalarak
zincir goruntasa verirler; bu yapi yalanci hif (psddohif) ya da yalanci migelyum
(psddomicelyum) olarak adlandirilir. Mayalar hicre duvarlarinda glikoz,
mannoz, az miktarda protein, lipit ve Kitin; sitoplazmalarinda ise hulcre
cekirdeginin yani sira yag, protein, karbonhidrat tanecikleri ve olgunlasmis
hicrelerde vakuol icerirler (38,40,46,52,69,80,93,97).

Fizyoloji

Mantarlar; klorofil icermeyen, absorbsiyonla beslenen ve tirlerinin ¢ogu
zorunlu veya fakiiltatif anaerop olan mikroorganizmalardir. Geligmeleri igin
organik azot kaynagina gereksinim duyarlar (kemoheterotrof). Absorbsiyon ile
beslendiklerinden (nisasta ve keratini hiicre duvarindan disari ¢ikan enzimleri
ile sindirir) icinde bulunduklari ortamda suyun olmasi gerekir. Cogu mantarlar
%95-100 nemli ortamda daha iyi Urerler. Besiyerindeki nemliligin azalmasi



12

mantar sporlarinin gelisimine yol acar. Patojen mantarlarin sporlari kuruluga
¢cok direngli olup, yillarca bu sekilde yasamsal islevlerini strdurebilirler.Bu
Ozelliklerin strddrtlmesini saglayan diger énemli bir faktdr i1sidir. Mantarlarin
cogu mezofilik ozellikli olup 22-37°C’de iyi Ureyebilmekle birlikte genis bir 1si
yelpazesinde ¢ogdalabilme yetenedine ve psikrofil, azidofil ve halofilik 6zelliklere
sahiptir. Mantarlarin ¢cogu dusik isilara direnglidir ve fizyolojik fonksiyonlarinin
devami igin minimum 1sinin 0°C olmasi gerektigi bildirilmistir. Solunumlari
sirasinda yuksek bitkiler ve hayvanlar gibi aerop solunum yaparlar. Cogu, basit
besiyerlerinde ve 6li organik maddeler Uizerinde bile kolaylikla Greyebilir. Geg
ve gl¢ Ureyen mantarlarin kultirden izolasyonlari igin esansiyel tuzlar, basit
sekerler, proteinler, vitaminler ve kanin da eklendigi zengin besiyerleri
gerekebilir. Asit pH’1 yeglerler, optimal pH 6-6.5 arasindadir (38,40,52,69,80,
86,93 ).

Virulans Faktorleri

Dimorfik mantarlar ve dermatofitler saghkli bireylerde hastalik
olustururken; Candida, Aspergillus, Rhizopus, Fusarium v.b firsatci mantar
cinsleri, aslinda avirilan olmakla birlikte derin dokulara da yayilip 6lumcul
olabilme 6zelligine sahiptir. Mantarlarin patogenezinde ¢esitli virlans faktorleri
rol oynar ve bu faktorler sayesinde konak hiicre membranlarinin batunlaga,
dolayisi ile islevleri bozularak hlicre 6lumu ve invazyon gerceklesir. Mantarlarin
tek bir virGlans faktérl ile patojenite kazanmadigi ve patogenezde cesitli
Ozelliklerin rol oynadigi bildiriimektedir. Candida’larin aderansini saglayan
yUzey karbonhidrat yapilari; mannan, B-glukan ve kitin olup, mannanin antijenik
6zelliginden serolojik testlerde yararlanilir. Mantarlar, adezin kodlayan genlerin
yardimiyla makrofaja baglanip infeksiyon sirecini baslatirlar. ALS, INT1, HWP1
genleri C.albicans’ta adezyon molekillerini kodlar. Besiyerindeki seker
konsantrasyonuna gére ylzeyel kompozisyonlarinin degismesi mantarlarin
adezyon ve virllanslarinin da artmasina neden olur. Germ tip (hif)
olusturduklarinda, mukoza membraninin gegirgenligi degisir. C. albicans’in
patojen morfotipi hif seklinde olup, mukokutanéz ve dissemine kandidozdan
sorumludur. Tomurcuklu hicrelerden, germ tlUpe gecgis sirasinda ylzey
bilesenlerinde meydana gelen degisiklikler, cesitli adezinlerin olusmasini ve
hiicre ylzey hidrofobisitesinin etkilenmesini saglar. Hidrofobisite, C.albicans’in
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plastik ylUzeyler ve insan epitel hucrelerine baglanmasi ile uyumludur
(50,67,82,86).

Candida’larin da icinde yer aldigi ¢esitli mantarlar, infeksiyon sirasinda
hicre ve dokularda harabiyet olusturan, genelde enzim yapisinda olan
maddeler olustururlar. Salgisal aspartik proteinaz (SAP) ve fosfolipaz Candida
patogenezinde en dnemli olan enzimler arasinda yer alirlar. Aspartik proteinaz
ailesini  kodlayan bircok gen bildiriimistir. SAP gen ekspresyonu
mikroorganizmanin mayadan hife gegisi ve fenotipik degisim ile ilgilidir. SAP1,
SAP2, SAP3 ve apra genleri proteinaz salinimini kontrol eder. Apra; diger
enzimlerin proteolitik aktivitelerini dizenlerken; SAP2 ve SAP3 virulansi
artirmada 6nemli olan &zgiil proteinaz enzim yapimini saglar. Ornegin
C.albicans’in WO-1 kdkeni opak hiicrelerde SAP1 ve SAP3 enzim aktivitesi
gbsterirken, ayni kékendeki beyaz hicreler SAP2 enzim aktivitesi ile ilgilidir.
SAP4, SAP5, SAP6’nin nétral pH’da aktive oldugu, bu nedenle de bu genlerce
kodlanan proteinazlarin, tikrik pH’sinin nétral olmasindan dolayi, oral kandidoz
patogenezinde &nemli rol oynadiklari bildirilmisti. Membran lipitlerinden
fosfogliseritleri  hidrolize eden enzimler fosfolipazlardir. Bu enzimlerin
aktivasyonu ile fosfolipidlerden lizofosfolipidler meydana gelir ve biyolojik
membran bitanligand bozarlar. A,B,C,D ve lizofosfolipaz olmak Gzere bes turl
bilinmektedir. Bazi mantarlar, plastik ylzeylere yapismalarina ve kolonizasyona
neden olan slime faktérinl olustururlar. Yukarida sayillan major virllans
faktorlerinin yani sira hemolizin, siderofor ve esteraz yapiminin da infeksiyon
gelisimindeki etkisi bildirilmistir. C.albicans’in maya fazinda endotoksin benzeri
(glikoprotein ve kanditoksin) olan yiksek ve sok olusturan veya 6ldirucu aktivite
gosteren dusuk molekdl agirlikh maddeler bulunur (50,86) .

C.neoformans’in CAP10 ve CAP64 genleri kapsul sentezinde rol oynar ve
sadece fagositozdan korunmayi degil, hlcresel ve himoral immin yanit
stpresyonunu da saglarlar; diger bir virGlans faktérinin ise melanin oldugu
bilinmektedir (66).

Dermatofitler; alkalen fosfataz, esteraz, lipaz, arilamidaz, tripsin,
alfagalaktosidaz, glukosidaz, proteaz, elastaz, keratinaz ve fosfolipaz gibi

enzimleri, DNAaz aktiviteleri, penetrasyon, adezyon yetenekleri ile invazyona
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neden olurlar; hicre duvarlarinda yer alan mannanin immunsipresyondan
sorumlu oldugu bildiriimektedir (51).

H.capsulatum’un maya sekli, 7.8 kDa agirhigindaki kalsiyum baglayan
protein (CBPI) sayesinde makrofajlarda canli kalir (66).

Patojenik olabilen Aspergillus trGlerinden virGlansi saglayan elastaz ve
kollagenaz gibi ekstraselliler proteinazlar elde edilmistir (52). A.fumigatus’un
konidyasindaki mavi-yesil pigmentin ve serin proteinaz enziminin virtlansa yol
actigr ve gliotoksinin konakta immunsupresyona neden oldugu saptanmistir
(41,52,68).

Bazi filament6éz mantarlar, besinler (zerinde Ureyerek mikotoksin adi
verilen sekonder toksik metabolitler (aflatoksin, okratoksin A, patulin,sitrinin v.b.)

uretir ve mikotoksikoza neden olurlar (4).

Candida cinsi:

Candida cinsinden mantarlar insan deri ve mukozasinin yanisira
gastrointestinal sisteminde normal florasinda yer alrlar. Saglkl bireylerin %30-
50’sinin agiz ve gastrointestinal sistemin de bulunurlar (92). Candida
infeksiyonlari genelde endojen kaynakldir. Florada bulunan
mikrooorganizmalarin kolonizasyonunu takiben infeksiyon baglar. Candida
tdrlerinin  olusturdugu infeksiyona kandidoz veya kandidiyaz adi verilir.
Kandidozlar; deri ve mukozalar tutan ylzeyel kandidoz, i¢ organlar ve
sistemlerin infeksiyonu sonucu olugan derin veya sistemik kandidoz olmak
Uzere iki gesittir. Candida turleri, kan infeksiyonlarindan dérdiincu sirada yer
alan patojen mikroorganizma olarak soyutlanir ve tim hastane kan
infeksiyonlarinin %8-10’unu olusturur; kandidemiden dolay! mortalitenin %38-75
civarinda oldugu belirlenmistir (30,38,40,52,69,80,93).

Galen ve Pepy 1665 yilinda kicik cocuklarda pamukgugu tanimlamis,
Rosen von Rosenstein, 1771 yilinda pamukgugun yeni doganlarin bir hastalig
oldugunu bildirmistir. Veron, 1835 yilinda 6zofegal kandidozu ve hastaligin
dodum nedeniyle vajinadan bulastigini, Langenbeck 1839’da tiflisll bir hastanin
pamukguk lezyonlarindan etken olan mantari géstermigtir. Wilkinson, 1849’de

vajinal kandidozu tanimlamig, Haussemann ise 1875 yilinda vajinal kandidoz ile
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pamukcuk arasindaki iliskiyi ortaya koymustur. 1853 yilinda Robin, bu maya
mantarini Oidium albicans olarak adlandirmis ve 6zellikle terminal dénemdeki
hastalarda sistemik infeksiyona neden oldugunu vurgulamigtir. 1890 yilinda
Schmorl dissemine kandidozu, 1904 yilinda Dubendorfer Candida’larin etken
oldugu tirnak infeksiyonlarini (onikomikoz), Castellani 1910 yilinda Candida
tropicalis ve Candida krusei’yi, 1911°’de Candida pseudotropicalis’i, 1912'de
Candida guilliermondii’yi ve bronkopulmoner kandidozu bildirmis, 1928 yilinda
Conner, Candida’lardan kaynaklanan osteomiyelit olgularina deginmistir.
Langeron ve Talice 1932’de Candida parapsilosis’i, Komagata ve Nakase 1965
yilinda Candida glabrata’yr tanimlamiglardir. Berkhout’un 1923 yilinda Monilia
yerine kullandigi Candida kelimesi 1954’de 8. Botanik Kongresi-Paris'de
Candida albicans olarak kabul edilmistir (2,10,28,52,69,95,96).

1961 yilinda Hasenclever ve Mitchel hicre duvarindaki mannan
bilesiklerine gére C.albicans’i A ve B serotiplerine ayirmislardir. Buna goére
serotip A antijeninin C.tropicalis, B'nin ise C.stellatoidea ile iligkili oldugu, A ve B
serotiplerinin immun sistemi yeterli kigilerde esit, B serotipinin ise immun sistem
yetmezligi olan kigilerde daha prevalan oldugu belirlenmigtir. Serotip A’nin 5-
florositozine duyarli, serotip B’nin ise direngli oldugu bildirilmigtir. 1969 yilinda
tgclincl ve mindr bir grup olarak serotip C saptanmistir (45,96).

Candida tlrleri, 4-6um buyUkliginde olup oval veya yuvarlak gériinime
sahiptir; besiyerlerinde oda isisinda veya 37°C’de genellikle 24 saatte Ureyerek
S tipi koloni yapisinda beyaz veya krem renginde mayamsi kokulu koloniler
olustururlar. 200’den fazla tirG olan Candida’larin yalnizca birkag tarQ
insanlarda hastalik yapmaktadir. Tibbi agidan énemi olan Candida tirlerinden
baslicalari; Candida albicans, Candida (Torulopsis) glabrata, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis, Candida krusei, Candida kefyr, Candida
guilliermondii, Candida lusitaniae, Candida stellatoidea ve Candida
dubliniensis’tir. Clavispora, Debaryomyces, Issatchenkia, Kluyveromyces,
Saccharomyces, Pichia ve Yarrowia eseyli (telemorfik) 6zellikli bazi Candida
cinsleridir.Candida cinsinden mantarlarin hiicre duvarinda yaklasik olarak %31-
51 mannoprotein, %29-50 glukan, %7-13 protein,%1-13 lipid, %1-5 kitin,%0.3-
0.5 fosfor; sitoplazmalarinda %50 oraninda protein, %45 lipid, %9 karbonhidrat,
%2 nukleik asit bulunur, ancak bu igerik oranlari, kiltdr sartlari ve morfolojilerine

gore farklihk gésterebilir. Sema.2.1’de Candida’lari diger maya ve maya benzeri
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mantarlardan ayiran ézellikler belirtiimistir. Tablo-2.2.de klinik érneklerden izole
edilen mayalarin kultir ve biyokimyasal 6zellikleri gosterilmistir (46,52,69,80,
86,93,97 ).

Tez igeriginde deneysel olarak c¢alisilan Candida’lar; C.albicans,
C.glabrata, C.parapsilosis ve C.tropicalis oldugu igin, sadece bu tirlere ait belli
bash 6zellikler belirtilmigtir.



Tablo 2.2. Klinik érneklerden izole edilen mayalarin kiiltir ve biyokimyasal 6zellikleri (38).
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Tirler
C.albicans
C.catenulata
C.dubliniensis
C.famata
C.glabrata
C.guilliermondii
C.kefyr
C.krusei
C.lambica
C.lipolytica
C.lusitaniae
C.parapsilosis
C.pintolopesii
C.rugosa
C.tropicalis
C.neoformans
C.albidus
C.laurentii
C.luteolus
C.terreus
C.uniguttulatus
R.glutinus
R.rubra
S.cerevisiae
H.anomala
G.candidum
B.capitatus

P.wickerhamii

+ 37C’de Ureme

+

Buyyonda zar olusumu

+ Yalanci ya da gergek hif

+

+

Klamidospor
+ Germ tip olusumu

+

Kapsiil, ¢ini miirekkebi

+ Glikoz
+ Maltoz
+ Sukroz

+

+

Asimilasyon
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- - -
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inozitol
+ Ksilloz

+

+

Rafinoz
+ Trehaloz

Fermentasyon
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M
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1 Galaktoz
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-
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Ure hidrolizi

KNO; kullanimi

Fenol oksidaz

Askospor

S:Seyrek, F:Fermantasyon olumlu, H:Hafif olumlu fermantasyon
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Sema 2.1. Klinik érneklerden izole edilen mayalarin tanimlanmasi (53).

izole edilen maya
Kapsul (—[ Yalanci hif (+\-) Kapsul (+) Yalanci hif (-)

Germ tlip testi

(+) )
Misir unlu besiyerinde Misir unlu besiyerinde klamidospor olugsum(-) > Yalanc‘: migelyum (-)
klamidospor olusumu (+)
Ure hidrolizi
l Yalanci migelyum (+) / \
C.albicans, C.dubliniensis (+) {(-)
(seyrek olarak C.stelloidea, C.tropicalis) Pembe kirmizi pigment olusumu Karbonhidrat ve asimilasyon
l testleri(tablo 2.2.’ye bkz.)
Artrospor(+) Artrospor(+) (-) (+)
Blastospor(-) Blastospor(+) Staib agar besiyerinde  Rhodotorula cinsi
f kahverengi pigmentli
Geotrichum cinsi Trichosporon cinsi koloni olusumu

(l+) (l>

C.neoformans Cryptococcus cinsi



Candida albicans

(Oidium albicans, Robin,1853;Monilia albicans, Zopf,1890; Endomyces
albicans, Vuillemin, 1898; Monilia pinoyi, Castellani ve Chalmers, 1913; Monilia
psilosis, Ashford, 1917; Candida cinsi, Berkhout, 1923; Mycotoruloides triadis,
Langeron ve Talice, 1932; Candida stellatoidea, Jones ve Martin, 1938;
Candida claussenii, Lodder ve Kreger-van Rij, 1952; Candida albicans,1954
8.Botanik Kongresi. ) (52).

En sik soyutlanan kandidemi etkeni olup, siklikla mukozal ve sistemik
mantar infeksiyonlarindan soyutlanir. Glikozlu Sabouraud besiyerinde (SDA)
37°C’de ve 24 saatte krem renginde; genelde S, bazen de R seklinde koloniler
olusturur. Serum icerisinde 37°C’de iki saat inkiibe edildiklerinde olusturdugu
germ tip0 ve misir unlu tween 80 agar'da yaptigr klamidospor nedeni ile diger
Candida’lardan ayirirm gosterir. Candida dubliniensis’in de klamidospor
olusturmasi nedeni ile bu iki tarin ayrimi icin cesitli testlere basvurulur (tablo1).
C. albicans’in hlicre duvarindaki mannan antijenik ézellige sahip olup, suslarin
serotiplerinin belirlenmesinde yararhdir. A,B,C, B+C ve A+B+C serotipleri
bulunan C.albicans’in; salgisal proteinaz, lipaz, elastaz, enolaz ve 1sI $ok
proteinleri gibi antijenleri de saptanmistir (38,46,52,61,69,80,86,93,97 ).

Candida glabrata

(Cryptococcus glabratus, Anderson, 1917; Torulopsis glabrata, Lodder ve
de Vries, 1938; Komagate ve Nakase, 1965, Meyer ve Yarrow, 1978.) (52).

C.glabrata, kandidemi olgularinda C.albicans’in ardindan ikinci siklikta
izole edilir.Antifungallere duyarlihdin azalmis olmasi tedavide énemli bir sorun
olusturur.idrar yolu infeksiyonlarinin ve yenidogan fungemilerinin dnemli
etkenlerinden biridir. Immunsupressif hasta popiilasyonun coklugu ve
antifungallerin  gelisiglizel kullanilmasi tim dinyada insidensinin giderek
artmasina neden olmustur.Glikozlu Sabouraud dekstroz agar besiyerinde,
37°C’de 24 saatte krem seklinde parlak S seklinde koloniler olusturur. incelenen
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preparasyonlarinda yalanci micelyum olusturmadigr géralir (38,46,52,61,69,
80, 86,97).

Candida parapsilosis

(Monilia onychophila, Poll ve Nann, 1926; Monilia parapsilosis, Ashford,

1928; Candida parapsilosis, Langeron ve Talice, 1932.) (52).

Kandidemi etkenleri arasinda Ggiinci siklikta izole edilen turdir. Ozellikle
endokardit olgularindan, intravendz (i.v.) kateterli, protez cihaz ve i.v. ilag
kullanan hastalardan saptanir. Yenidogan yogun bakim Unitelerinde
kandideminin en sik nedenidir. Glikozlu Sabouraud dekstroz agar besiyerinde
37°C'de 24 saatte beyaz renkli,S seklinde koloniler olusturur. Mikroskopik
morfolojisinde yalanci hifin etrafinda tek tek, ya da kimeler yapan
blastokonidyumlarin gérinima tipiktir. En énemli 6zelligi ise bu elemanlarin
arasinda iri hiflerin (dev hucrelerin) bulunmasidir. Olusturdugu slime faktori
sayesinde canli ve cansiz yuzeylere tutunabilme Ozelligine sahiptir (38,46,52,
61,69,80,86,97).

Candida tropicalis

(Oidium tropicale, Castellani, 1910; Monilia tropicalis, Castellani ve
Chalmers, 1913; Candida tropicalis, Berkhout, 1923.) (52).

Ozellikle, 16semili, nétropenik ve yogun bakim (initelerinde uzun siiredir
yatmakta olan hastalarda Uc¢lncl ya da dérdincu siklikita kandidemi etkeni
olarak saptanir. Glikozlu Sabouraud dekstroz agar besiyerinde 37°C’de 24
saatte beyaz, S seklinde koloniler yapar. Mikroskopik yapisi incelendiginde,
yalanci hifin etrafinda tek tek ya da kimeler halinde bulunan cicek seklinde
blastokonidyumlar gérdldr. Dissemine kandidoz olgularinda sukroz olumsuz
varyantlar giderek artan sikhkta saptanmaktadir (38,46,52,69,80,86,97).
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Cryptococcus cinsi

Kapsulli  basidiomycetous bir mayadir.Hayvanlarin nazal kavitelerinde
(6zellikle koalalar) asemptomatik olarak bulunur. Bu cinsin tlrleri hicre
duvarinda ksiloz igerir, sekerleri fermente etmez; inozitolu asimile eder, Ureaz

olusturur ve %0.1 siklohekzimide direnglidir (7,52).

Cryptococcus cinsi yaklasik olarak 37 tur icerir. C.neoformans, C.albidus,
C.laurentii, C.terreus, C.uniguttulatus, C.ater, C.gastricus, C.curvatus bunlardan
bazilari olup; en dnemli ve insana patojen olan tek tiriin C.neoformans oldugu
bildirilmigtir (52).

Cryptococcus neoformans

C.neoformans; kiriptokokkozun tek etkeni olup, mukopolisakkarit yapida
kapsule sahip firsat¢i bir mayadir (81,52).

1884 yilinda Buscke ve Busse 31 yasindaki kadin hastanin tibia érnegini
piring besiyerine ekerek Saccharomyces hominis olarak adlandirdiklari susu
izole etmislerdir. Sanfelice 1895 yilinda seftali suyunda goérip deney
hayvanlarina siringa ettiginde grantlomatéz lezyonlar olusturan kapsulli maya
hiicrelerine, Saccharomyces neoformans adini vermigstir. 1896 yilinda Curtis bir
hastanin kalgasina ait doku 6rneginde gérdigu htcreleri Buscke ve Busse’nin
bildirdigi olguya benzetmis ve Saccharomyces subcutaneus tumefaciens olarak
adlandirmistir. P.Vuille 1901 yilinda Busse ve Curtis’e ait susu Saccharomyces
cinsine 6zgu olan askospor icermemesi nedeni ile Cryptococcus hominis olarak
adlandirmis; Sanfelice’nin izole ettigi sus icin de C.neoformans adini
kullanmistir.1951 yiinda Emmons, Amerika Birlesik Devletleri’nde ilk kez bu
firsatgct mantari topraktan izole etmistir. 1978 yilinda Beyt ve Waltman
kriptokokkal endolftalmiti bildirmiglerdir (7,38,43,52,81) .

Ulkemizde 1955 yilinda Soysal, Unat ve Tahsinoglu tarafindan ilk
kriptokokkoz olgusu bildirilmigtir.1973 yilinda Ang ve arkadaglar ilk kez kanserli
bir hastanin balgamindan C.neoformans’ izole etmiglerdir. 1980 yilinda Meco
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ve arkadaglari, 1985 yilinda da Baykal ve arkadaglari beyin omurilik sivisi
(BOS)’ndan yaptiklari kiltirde C.neoformans Urettiklerini bildirmiglerdir (43).

Mukopolisakkarit yapidaki kapsul antijenine gére C.neoformans’in;
C.neoformans.var. neoformans ve C.neoformans. var. gattii olmak Uzere iki
varyasyona sahip oldugu; C.neoformans.var.neoformans’in A, D, AD;
C.neoformans.var gattii'nin B, C serotiplerini icerdigi belirlenmistir. Her iki

varyasyon morfolojik olarak benzerlik gbsterir (7,94).

C.neoformans. var. neoformans tim dinyada yaygin olup, Ozellikle
kurumus guvercin digkisi ile kontamine nitrojenli toprakta bolca bulunur. Ayrica
seyrek olarak diger kus digkilari, sebze, meyve ve sut drtnlerinden izole edildigi
bildirilmistir. C.neoformans. var. gattii ise Avustralya, Orta Afrika, subtropik
Amerika ve Glney Avrupa’da endemiktir ve dogal ortami okaliptus agaclari
(Eucalyptus camaldulensis: Kirmizi sakiz agaci)’'dir. Gok nadiren badem gibi
diger agaclardan ve agac kovuklarindan izole edilmigstir, koalalar (6zellikle) ve
yarasalarin asemptomatik tasiyici oldugu gésterilmis, ayrica kegilerin akciger
infeksiyonlarindan etken olarak soyutlanabildigi belirtiimigtir (66).

Cryptococcus serotipleri tim dinyada dizensiz dagihm gésterir. Serotip
A’nin Kuzey Amerika’da ¢ok nadiren gorildigu, buna karsin Japonya, Brezilya,
GuUneydogu Asya ulkeleri ve Avrupa’da siklikla saptandigi, B ve C serotiplerine
ise tropik ve subtropik iklim bélgelerinde rastlandigi, serotip B’nin, C’den daha
cok gorildugu bildirilmistir (66).

Molekiler calismalar sonucunda yeni bir varyasyon olarak
C.neoformans.var.grubii (serotip A) tanimlanmigtir (66).

C.neoformans. var. neoformans’in eseyli sekli Filobasidiella neoformans;
C.neoformans.var.gattii'nin eseyli sekli ise Filobasidiella bacillispora adini
almaktadir (66).

C.neoformans.var.neoformans’in mukopolisakkarit yapidaki kapsula, fenol
oksidaz enzimi ve 37°C’de Ureyebilme o&zelligi majér virulans faktorlerini

olusturur (66).



25

C.neoformans. var. neoformans ve C.neoformans. var. grubii'nin
inhalasyonla alimi sonucunda infeksiyon sdreci baslar. C.neoformans.
var.neoformans noérotropik Ozellikli oldugu igin en sik gézlemlenen Klinik sekil
meningoensefalitdir; bunun yanisira deri, akciger, prostat, Griner sistem, g6z,
miyokard, kemik ve eklemler de tutulabilir. Primer kutandz infeksiyonda siklikla
D serotipi etken olarak belirlenmistir (66).

Ozellikle hiicresel bagisiklik yetmezligi hastallk olusumunda esastir.
AIDS’li kisilerde yasami tehdit eden ¢ok dnemli bir infeksiyon (%10-45) olup,
organ transplantlilar, uzun sireli kemoterapi ve steroid tedavisi géren kanserli
hastalar riskli grupta bulunurlar. infeksiyon tedavi edilmediginde genellikle
6limle  sonlanir.C.neoformans.var.gattii  infeksiyonlari  AIDS’li  olmayan,
immunsup- resyonu bulunmayan saglikl kisilerde gorulur; sistemik vakalar ¢ok
nadirdir (66).Laboratuvar tanisinda kullanilan, BOS (Frank ve ark. 1993) ve
serumda (Hamilton ve Goodley, 1993) antijen saptayici lateks aglitinasyon;
altin standart degerinde mikoserolojik bir testtir (66).

C.neoformans; 48-72 saatte 25-37°C’de yumusak kivamli, parlak, mat, S
seklinde, ¢ogunlukla mukoid, Sabouraud besiyerinde krem, sarimsi, pembe
renkli koloniler olusturur. Spesifik besiyeri olan Staib ( kafeik asit, kus tohumu)
agar besiyerinde kahverengi, siyah koloniler yapar. 37°C’de lreyebilmesi ve
Staib agar besiyerinde fenol oksidaz enzimi nedeni ile melanin olusturarak
kahverengi siyah koloniler meydana getirmesi, C.neoformans’i diger tirlerden
ayiran Ozelliktir. Gergek hif yoktur, yalanci hif genelde bulunmaz. Sert hiicre
duvarina sahip olup, tek veya ¢oklu tomurcuklu hticreler gériinimdedir. Kapsul
kalinligr ( 3.5-7.5 um) susa 6zgU olmakla birlikte ¢cevre kosullari ile de yakindan
iliskilidir. %1 pepton ilavesi kapsul olusumunu hizlandirir. Kapsal varligr en iyi
olarak ¢ini mirekkebi ile boyall preparasyonda saptanir. Rhodotorula cinsinden,
inozitoll asimile etmesi; C.glabrata’dan, inozitoli asimile etmesi ve Ureaz
olusturmasi ile farklanir (7,38,52,81,94).
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Aspergillus cinsi

Aspergillus cinsinden firsat¢l patojen mantarlar; nétropenisi olan, akut
I6kozlu, immuUnsutpressif, organ transplantt yapilan hastalarda, alkol
bagimlilarinda ve karaciger islev bozuklugu olan bireylerde infeksiyon etkeni
olarak saptanabilir. Aspergillus tirlerinin alerjik; paranazal sinus, akciger ve
vicudun diger bdlgelerine invazyon sonucu olusturduklari hastaliklarinin genel
adina aspergilloz adi verilir. 1729 yilinda Micheli ilk olarak Aspergillus’u
tanimlamig, 1842’de Rayer ve Montagne Aspergillus candidum susunu bir kus
cinsinin hava kesesinden izole etmislerdir. 1856'de Virchow, ayrintil
mikroskopik godzlemleri ile Aspergillus’'un insanlar igin patojen olabildigini
bildirmis, Cramer, 1859'da bir kulak infeksiyonundan A.niger’i, Fresenius,
1863'de A.fumigatus’'u tanimlamistir. 1889’da Siebenmann A.nidulans ve
A.flavus’u kulak salgisi 6rneklerinden izole etmiglerdir. Deve, 1938'de mantar
topunu (pulmoner aspergilloma) tarif etmis, Hinson ve arkadaglar 1952'de
allerjik  bronkopulmoner aspergillozu, Rankim 1953'te immuln sistemi
baskilanmis hastalarda invazif aspergillozu bildirmiglerdir. Thom ve Church
1926 yilinda 69 Aspergillus tarini 11 grupta toplamislardir. GUnimUzde 18
grup ve 200’Gn Ustinde tdr bildiriimektedir (Raper ve Fennel 1965, Pitt 1994 ve
Denning 2000). Aspergillus tirleri cogunlukla anamorfik (eseysiz) olarak Urerler.
A.nidulans, A.amstelodami gibi bazi tarleri telemorfik (eseyli) cogalma 6zelligine
sahiptir. Telemorfik olarak dreyen A.nidulans, Emericella nidulans;
A.amstelodami ise Eurotium amstelodami olarak adlandinlir. A.fumigatus ve
A.flavus sirasi ile Aspergillus tirleri icinde oncelikli etken olarak saptanan
tarlerdir. Diger turlerinden bazilari A.niger, A.terreus, A.versicolor, A.nidulans,
A.candidus, A.clavatus, A.amstelodami, A.versicolor, A.oryzae, A.glaucus’tur.
Aspergillus cinsinden mantarlar c¢esitli besiyerlerinde genis bir 1sI yelpazesinde
kolayca ve bir kag gun icinde drerler (hematojen yaygin aspergilloz etkenleri
disindakiler). Patojen olabilen turler 37°C’de Ureyebilme &zellikleri ile patojen
olmayan tirlerden ayrilir. Ureyen kolonilerin makroskopik ve tipik mikroskopik
gérinimlerine (konidyofor uzunlugu, vezikil bicimi, tek veya cift sirali fialid
(sterigma) olugumu, fialidlerin vezikilde kapladigi alan v.b) gbre tar ayirmi
yapilir (2,41,52,68).
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Aspergillus cinsinden mantarlarin, Y seklinde dallanmalar gésteren, 3-4um
enindeki bolmeli hifleri tipiktir. Dik ve bdélmeli konidyoforlarin son kisminin
yuvarlaklagsmasi sonucunda olusan 10-30um capindaki vezikil; tamamen veya
kismen 4-6um capinda fialidler ile kaplanmistir. Tek veya cift sirali fialidler
Uzerinde yuvarlak, nadiren oval 2.5-3um ¢apindaki konidiyum zincirleri bulunur.
Aspergillus’larin htcre duvarinin kimyasal bilesimi . %40-60 glukan, %10-20
oraninda kitin icerir ve diger filamentdz kifler ile benzerlik gésterir. Aspergillus
tarleri; solunum yolu ile alinan sporlarinin antijenik uyarimi sonucunda olugsan
alerjik yanita, énceden var olan kaviteleri migellerinin doldurmasi ile mantar
topuna ve dokulara yayilarak invazif mikoza neden olabilirler. Son yillarda
yapilan calismalarda A.flavus’un olusturdugu aflotoksin B1’in karaciger
karsinomuna yol ac¢tig bildirilmigtir (41,52,68).

Tez kapsaminda deneysel olarak A.fumigatus ile ¢ahgsildigindan sadece
bu tire 6zgl belli bash ézellikler bildirilmigtir.

Aspergillus fumigatus

(Aspergillus glaucoides, Spring, 1852; Aspergillus nigrescens, Robin,
1853; Aspergillus pulmonum-hominis, Welcker, 1855; Aspergillus fumigatus,
Fresenius, 1863.) (52).

Aspergillus cinsinden firsat¢ci  patojen mantarlarin  olusturduklar
infeksiyonlarin blylk bir kisimindan sorumuludurlar. invazif aspergillozun
yaklasik olarak %90’indan etken olarak saptandidi bildirilmigtir. 50°C’nin
Uzerinde Ureyebilme yetenedi bu mantari diger ttrlerden ayiran en énemli
Ozelliktir. A.fumigatus kolonileri; kadifemsi, pudramsi yapida olup, ilk tGrediginde
beyaz renkli olan koloniler, eskidikge koyu gri, yesilimsi renge doner.
Kolonilerden hazirlanan preparasyonda, bdlmeli hifler, dizgin ylzeyli, renksiz,
kisa konidyoforlar goralar. Fialidler tek sirali olup, veziktlin 2/3 Gst yarisindan
baslamigtir ve konidyoforun eksenine paralel dizilim gosterirler.Konidyumlar 2-
3,5um capinda ve genelde dizgundir. A.fumigatus’un hicre duvari, esas
zincirde @&-1,2; yan zincirde ise a-1,6 baglar ile ilgisi olan galaktomannanlari

icerir. Galaktomannanlar, hicre duvari kuru agirliginin %0.5’ini olusturur ve
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hicrenin  antijenik  6zelligini  belirler.  A.fumigatus’a 6zgu enzimler;
oksidorediktazlardan; laktat, malat, alanin, glukoz 6 fosfat dehidrogenaz ve
katalaz-hidrolaz, karboesterazlardan; alkalen fosfataz, proteinaz, amilaz,

glukuronidaz ve kemotripsindir (41,52,68).
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Mantarlarin Molekiler Yontemler ile Tanimlanmalari

Organizmalarin molekdiler ydontemler kullanilarak tanimlanmasi, ayni cinse
ait tdrlerin, aralarinda daha uzak iligki olan organizmalara kiyasla daha az
genetik farkhliklar gbésterecedi varsayimina dayanmaktadir. Bilinmeyen mantar
tdrlerinin tanimlanmasi, organizmanin tam ya da kismi DNA zincirinin, birbirleri
ile baglantili uluslararasi gen bankalarindan;[DNA Data Bank of Japan-
DDBJ(Japon veri bankasi), European Molecular Biology Laboratory Nucleotid
Sequence Database-EMBL( Avrupa Molekiler Biyoloji Laboratuvari nikleotid
dizilim verileri),USA National Center for Biotechnology-GenBank (Amerika
ulusal biyoteknoloji bilgi merkezi)] saglanan referans mantar DNA zincirleri ile
karsilastirlarak yapilabilir. Ticari kitlerin kullanima sunulmasi ve polimeraz zincir
reaksiyonunun (PCR) uygulanmaya baslanmasi sonucunda, ylksek molekiil
agirligina sahip DNA zincirlerinin belirlenmesi ile ilgili galismalar hiz kazanmigtir
(14).

Sporlanamayan veya geleneksel tanimlama yoéntemleri ile izole
edilemeyen mikroorganizmalarin saptanmasinda yeni molekuler ydntemlerin
kullanilmasi yarar saglamigtir. Molekiller tanimlamanin guvenilirligi  dogal
olarak; kiyaslanan veri tabaninin guvenilirligine baghdir (29,49). ITS zinciri
tzerinde yapilan calismalar, gen bankalarindaki veri tabaninin gelismesine
katkida bulunmustur (19,20).

Mantar tanimlanmasinda en yaygin olarak kullanilan iki DNA bdlgesi,
kigUk ve blyUk ribozomal alt-Gniteleri arasinda yer alan Internal transcribed
spacers (ITS) ve buydk ribosomal alt-tinitesinin (26S) D1/D2 bdlgeleridir.
Ribozomal DNA, bazi bdlgelerinin korunmus, bazi bdlgelerinin asir degisken
olmasindan dolayr molekiler ¢aligmalar acgisindan tercih edilmektedir. Bu
bolgeler tlr dizeyinde farkliliklar g0Osteren vyeterli zincir hetorejenligi
icermektedir. Genel olarak, nikleotid degiskenligi ayni cinslere ait tlrler
arasinda %1’den daha az iken farkh cinslere ait tirler arasinda bu oran daha
fazladir (48,84). rDNA gen kompleksinde dort adet ‘transcribed spacer’ bolgesi
bulunmaktadir. ikisi 5.8 rDNA'nin iki yaninda ve 18S, 28S rDNA gen
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bblgelerinin arasindadir. Bu bdlgeler ‘internal transcribed spacer olarak
tanimlanir. Diger iki bdlge ise 18S ve 28S rDNA bdélgelerinin disinda kalan
‘intergenic spacer’ bélgesinde bulunur ve ‘external transcribed spacer ‘ bdlgesi
olarak tanimlanir (Sekil 2.1.) (70,71).

Sekil 2.1.rDNA gen bélgesi haritasi (70,71)

HTS (IGS

Molekdler alt tiplendirilme, ayni turlerin birbirleri ile olan genetik iligkisinin
degerlendirilmesidir. Bu teknik, epidemiyolojik c¢alismalarda kullanilir ve bu
baglamda, belirli suslarin bir salginda potansiyel kaynak olup olmadig
degerlendirilir. Daha genigs anlamda, molekller alt tiplendiriime verileri
kolonizasyon ve infeksiyon arasindaki iligkiyi belirlemek, bir poptlasyon igindeki
antifungal ilaglara direncli suslari izlemek ya da infeksiyonlarin tekrarlamasi ile
ilgili sorulara cevap bulabilmek, virilan mikroorganizmalarin belirli bir cografik
bolgede veya dinya capinda nasil yayilldigini saptamak igin kullanilir.
Mantarlarin alt tiplendiriimesi icin gesitli yontemler kullaniimaktadir. Genelde,
fenotip tabanl yéntemler, Candida ve benzeri tirlerin fenotipik 6zelliklerinin
degisime ugramasi nedeniyle ginimulzde fazla kullaniimamakta (75), buna

karsin genotip temelli ydntemler giderek daha édnemli konuma gelmektedir.

Son 10 senedir, patojenik mantarlarin filogenetikleri Uzerinde yapilan
calismalarda blytk bir artis olmustur (33). Ribosomal, mitokondrial ve diger
nukleer DNA zincirlerinin analizleri birgok mantar grubu arasindaki genetik
iliskinin dlzeyini belirlemek icin kullaniimaktadir. Calismalarin sonucunda,
bircok anamorfik (eseysiz Ureyen) mantar ve Ascomycota veya Basidiomycota
gibi telemorfik (eseyli Greyen) Ozelliklere de sahip mantarlara 6zgl cinsel
yasama sahip olanlar arasinda yakin genetik iligkilerin bulundugu belirlenmistir
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(32). Filogenetik arastirmalar cok sayida patojenik ve saprofit mantar gruplarina
ait DNA zincirlerinin uluslararasi veri tabanlarina girilmesini saglamistir. Uluslar
arasl gen bankalarinda referans mantar DNA zincirlerinin bulunmasi, mantar
hastaliklarinin DNA-tabanli tani yéntemleri ile saptanmasina buyik katkilar
saglamistir. GlinimUzde, GenProbe sistemi birgok Glkede mantarlari tanimlama
amaciyla kullanilan, onayli tek nikleik asit tabanl ticari testtir. Ancak patojenik
mantarlarin hizli DNA-tabanli teghisi icin ayni zamanda yeni birgok sistem
gelistirimis ve onaylanmigtir. ilk ydntemlerden biri, restriksiyon pargalari
uzunluk polimorfizm (RFLP) testidir. Bu ydntem, mantar genomunun
restriksiyon profillerini belirlemede kullanilir.  RFLP analizi igin, uygun
restriksiyon enzimlerinin secgilmesinde iki énemli kriter bulunmaktadir; birincisi
kesimden sonra ortaya c¢ikan parga uzunlugunun analiz i¢in uygun olup
olmadigi (analizde en iyi sonuglar 1-1,5kb arasinda olan pargalardan
alinmaktadir), ikinci kriter ise kesim sonucunda analizi mimkin kilacak kadar
parca olmasidir. YUzlerce kesim parcasinin ortaya ¢iktigr durumlarda kompleks
profilleri kiyaslamak zordur (6,24,44). Suslarin birbirlerine olan yakinhginin
belirlenmesi ise testin avantajidir (90). Yéntemin uygulanmasinda sirasi ile
gerceklestirilen iglemler dizisinde 6ncelikle restiriksiyon enzimleriyle mantar
DNA’sI kesilir ve kesilen DNA bdlgeleri agaroz jel elektroforezi yardimiyla
blyuUkliklerine gbre ayrilarak Southern blot ile agaroz jelden nitroselliiloz ya da
naylon membrana aktarilir. Son olarak da membrana bagl olan nikleik asitler,
incelenen gen bdlgesine 6zgl probun p32 gibi radyoaktif maddeler ya da biotin-
dioksigenin gibi radyoaktif olmayan maddeler ile isaretlenmesi sonucunda
sadece prob ile hibridize olan DNA parcalari gérulebileceginden testin 6zgulligu
artinlmig olur. Restriksiyon enzimlerinin tanidigi bélgeler tirden tire degiskenlik
gbsterdiginden, ayni tire ait mikroorganizmalar benzer bantlari igcerirken, farkl
trlere ait mikroorganizmalar farkl bantlar olustururlar (6,24,44). 1987 yilinda
Scherer ve Stevens tekrarlayan ribozomal DNA iceren (RNA kodlayan genler)
RFLP temelli caligmalarinda c¢esitli Candida tlrlerini idantifiye etmiglerdir. DNA
parmak izi i¢cin kullanilan klasik RFLP ydntemi duyarliliginin fazla olmamasi
nedeniyle sorun olusturmakta, genel olarak, sadece yiksek isaretlenme
yogunlugu olan bantlar ¢ézimlenebilmektedir. Bantlarin bir izolat serisini

¢6zUmlemek igin yeterli bilgiyi icermedigi bilinmektedir. Duyarliik, DNA'nin ince
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bir zara transfer edilmesi ve isaretlenmis bir DNA probunun hibridizasyonu ile
geligtirilebilir. Her &6rnekte bir veya iki bant Uretebilen tek-kopya probun
¢6zUndrligl, ¢cogu zaman bircok epidemiyolojik calisma icin yeterli degildir.
RFLP analizi mikroorganizmalardaki mutasyonlarin saptanmasinda, epidemic-

lerin belirlenmesinde ve etkenlerin tiplendiriimesinde kullanilir (6,24,44,72).

En yaygin olarak kullanilan problardan bir tanesi, tekrarlanan element
veya kompleks problaridir. Bunlar, organizmanin genomlarinda dagiimis halde
olan zincirler igeren bir DNA fragmanidir. A. fumigatus, C. albicans, C.glabrata,
C. parapsilosis, C. tropicalis ve C. dubliniensis igin tekrarlanan problar, yeterli
karmagiklikta parmak izi sagladiklari ve bdylece bircok seviyede genetik
degdigkenlik analiz edilebildigi igin faydalidir. Bu parmak izi paternleri, mutasyon
sonucunda ¢ok degisken olabilirler. C.neoformans ve A. flavus igin terkrarlanan
element ve problar da geligtirilmistir (64,76,77).

Rastgele cogaltiimis polimorfik DNA analiz teknigi (RAPD) 1990 yilinda
gelistirilmis olup (Williams, 1990; Welsh ve McClelland, 1991), bilinen 6zgul bir
DNA bdlgesini cogaltmak yerine; rastgele secilen bir veya daha fazla primer ile
DNA’daki bircok bdlgenin ¢ogdaltiimasi testin esasini  olusturmaktadir.
Primerlerin baglanma vyerleri arasindaki uzaklik farkliliklar, agaroz jelde
saptanabilen farkli saylr ve uzunluktaki bantlarin olusmasina neden olur. Bu
teknikte, DNA’nin amplifikasyonu i¢in G-C acgisindan zengin, 9-10 baz ciftlik ten-
mer oligonikleotid primerler kullaniimaktadir. Secilen primerler kromozom
uzerinde hem kendilerine 6zgl hem de 6zgu olmayan bdlgelere baglanirlar.
Ayni tdr icindeki farkli suglarda primerlerin baglanma yerlerinin sayisi ve
birbirine olan uzakliklari farkl olacagindan agaroz jel elektroforezinde ¢ogaltilan
parcalarin sayr ve buydkliga de farkhlik gosterecektir. Suslar arasinda
primerlerin baglanma vyerlerinde gergeklesmis olan mutasyonlar bant
polimorfizminin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Cogaltma sonucunda jel
elektroforezinde gdzlenen her bir susa ait bant profilleri birbirleriyle kargilastirilir.
Ayni bant profilini gésteren suslarin epidemiyolojik olarak iligkili oldugu seklinde
yorum yapilabilir (87,89).
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Rastgele cogaltilan polimorfik DNA; C.albicans, C.glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis, C.lusitaniae, A. furmigatus, A. flavus, C. neoformans,
B. dermatitidis ve H. capsulatum’uiceren bir ¢ok mikroorganizmanin DNA
parmak izinde kullaniimistir (76). RAPD’in populer olmasinin bir nedeni de
organizmanin genomu veya DNA dizini 6n bilgisine gerek duyulmamasidir. Bu
ybntem, uygulanma kolayligi ve kisa sirede sonug verebilmesi agisindan genis
kullanim alani bulmustur (90). Ancak, bu ydntemin laboratuvarlar arasi ve igi
ortaminda uygulanabilirliligi bir takim sorunlari da beraberinde getirmektedir
(63). Ture 6zgu kalip ve/veya fragmentler, uygun primer setleri kullanilarak
goruntulenebilir (9).

1980 yilinda Kary Mullis tarafindan tasarlanmis olan PCR teknigi,
molekuler arastirmalarin  yapilmasinda buaydk kolayliklar saglamis ve
ginimuizdeki PCR c¢alismalarinin temelini atmistir. PCR, klonlanmaya
gereksinim duymadan istenilen DNA veya RNA bdlgesinin incelenmesini
saglayan kolay ve hizli bir yéntemdir. GiUnimizde PCR; o6zellikle cesitli
mikroorganizmalar ve tdrler arasindaki polimorfizmin tanimlanmasinda, tipta
birgcok infeksiyon hastalidinin hizli belilenmesinde, DNA'nin haritalanmasinda,
transplantasyon igin doku tipinin saptanmasinda ve adli amaglh (anne ve babalik
testleri) olarak kullaniimaktadir. Dizilemede incelenecek bdlgenin isaretlenerek
cogaltiimasi ve DNA dizilerinin restriksikyon tanima bdlgesini keserek segilen
bélgenin cogaltilmasi, PCR’in diger kullanim alanlaridir. Bu yéntem; cift iplikli
kalip DNA molekllinde bulunan hedef diziye iki oligonUkleotidden olusan
primerin baglanmasi ve uzamasi esasina dayanir (5,6,22,25,44,47,83).

PCR yéntemi; denatiirasyon, primerlerin baglanmasi ve uzama olmak

Uzere U¢ agsamada gercgeklestirilir (Sekil 2.2.).
1- Denattirasyon (¢ift iplikli DNA’nin agilimi):

Cift iplikli Kahp DNA molekili yiksek sicakliklarda (95-100°C)
oligonUkleotid primerlerin  (amplimer) baglanmasi icin denatire edilir.

Denatlirasyon igin baslangi¢ 1sisi cogaltiimak istenen hedef bélgenin G+C



34

icerigine goére belirlenir. Sonugta DNA’nin ¢ift ipliginin birbirinden ayrilmasi

saglanir.Her siklusun basinda cift iplikli yapi yeniden ayrilmalidir (5,6,25,44).
2- Primerlerin baglanmasi (annealing):

Denatirasyon asamasindan sonra tek iplikli kalip DNA molekuld Gzerinde
bulunan hedef bdlgeye oligonlikleotid primerlerin baglanmasi igin 1sinin
digUrdlmesi gerekmektedir. Bu nedenle de ‘Tm / baglanma sicakhgr
reaksiyonun gerceklesmesi acisindan énemlidir. Bu sicaklik degeri primerlerin
baz sayisina gore degisir ve [( A+T)X2'C+(G+C)X4°C] formUll ile hesaplanir.
Bu fomilde A: adenin, T:timin,G:guanin, C:sitozin ntkleotidlerinin sayisidir
(5,6,44).

3- Primerlerin uzamasi (extension):

Oligonlkloetid primerlerin uzama asamasinda Taq DNA polimerazin
polimerizasyonu icin en uygun sicaklik olan 72°C kullanilir. Enzim, ortamdaki
deoksiribontkleotid trifosfatlari (dNTP), primerlerin 3’ ucuna baglayarak
uzamalarini saglar.Genelde toplam déngl sayisi 25-35 arasindadir. Sayinin
artmasi istenmeyen Urlnlerin ortaya ¢ikmasini saglarken, ¢ogaltilmak istenen
bblgenin Grinlerinde bir artis olmaz Bu nedenden dolayr 40 dan fazla siklusu

olan PCR reaksiyonlarinda istenilen sonug elde edilmez (5,6,44).
Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Temel Bilesenleri: (5,6,44)
a) Kalip DNA:

PCR’da herhangi bir DNA pargasi kalip DNA olarak kullanilabilir ve
arastirma laboratuvar ya da klinik hastalarindan izole edilmis olabilir.

b) Taq DNA polimeraz:

DNA polimeraz enzimleri kalip DNA ipligindeki bodlgeye baglanan
oligonUkleotid primerlerin 3’ hidroksil ucuna ortamda serbest olan dNTP’leri

baglayarak yeni DNA ipliginin polimerizasyonunu sagdlar.
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c) Primerler:

Calisilacak kalip DNA’'daki istenen bdlgeye tamamen komplemanter olan
primerler segcilir.Primer segilirken ciftlerin 3’ uglarinin  birbirlerine ya da
oligonukleotid dizinin icindeki baska bir yere komplemanter olmamasina dikkat
edilmelidir.

d) dNTP ve Mg*?*

Reaksiyonda kullanilacak dort dNTP’nin konsantrasyonlari ayni olmalidir.
dNTP  konsantrasyonunun ylkselmesine bagli  olarak; daha c¢ok
baglayacagindan, Mg*? konsatrasyonu artar. Mg*?iyonun azalmasi ise Tag DNA
polimerazin aktivitesini etkiler. Bu nedenle dNTP konsantrasyonu arttikca Mg*?

iyonunun konsantrasyonu artirilmaldir.
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Sekil 2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (5,6)
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PCR yonteminde birden fazla tlre &6zgl primer ciftinin kullaniimasi
sonucunda multipleks PCR testi gelistiriimistir. Bu teknikte, ilk asamada genis
6zgulligh olan DNA GrGnu (6rnegin, ITS bélgesi) ¢codaltihr ve daha sonra bu
drtn tdre-6zgu primerler ile reaksiyona sokulup, DNA Urdnleri jel Gzerinde farkli
bantlar olusturur (98). Elde edilen Urin, sadece s6z konusu tlr agisindan
amagclanan hedefe ézeldir.

Mantarlarin PCR uygulamalarinda, intron splice sitelerini tamamlayici
oligonukleotid primerler, dedisik tlrler arasindaki polimorfizmi gdstermek igin
tercih edilmistir (23). Kisa bir stre 6nce, gelistiriimis ITS 1 ve ITS 2 bdlgeleri
icinde boyut farkliliklar 6l¢tlerek (uzunluk polimorfizmi) patojenik maya tarlerini
anlamak icin fluro 1sima kilcal elektroforezi kullaniimistir. Bu bdlgelerdeki
drinleri ¢ogaltmak icin PCR uygulanir ve zincir uzunlugu boyunca iki tr
arasindaki fark sadece 1-2 nikleotid oldugundan, bu fark kilcal elektroforez
kullanilarak biyuk bir duyarlilk ile él¢tlebilir. Bu nedenle farkli tirlerin izolatlan
arasindaki farki gérmek igin ITS bdlgelerinin uzunluk farkindan yararlanilir
(19,20).

Mantar DNA’larinin saptanmasinda delinmis leke melezlestiriimesi (slot
blot), cizgi prob (line-prob) analizi ve tek sarmal yapida polimorfizm (SSCP)
(single strand conformation polymorphism) teknikleri de kullaniimaktadir
(39,55,62). SSCP ybéntemin de primerler, radyoaktif ya da radyoaktif olmayan
maddeler ile isaretlenip cogaltma gerceklestirilir, olusan Urln dizilenmis
yUkleme tamponu (sequencing loading buffer) ile kanstirilip, 1si ile denatire
edilir. Ayrilan sarmallarin tekrar birlesmesini 6nlemek icin karisim buzda
bekletilip, denatlre olamamis dizilenmis format-gel (nondenaturing sequencing-
format gel)’'de elektroforez uygulanir. Tek sarmal olarak jele yiklenen DNA’lar
elektroforez sirasinda kendi Uzerine katlanarak yeni bir yapr kazanir ve
elektroforetik hareketleri bu yapi tarafindan belirlenir. Primerlerin isaretlendigi
maddeye gore elekiroforez paterni, réntgen filmi ya da otomatize sistemler ile
Olgtlir. Bu ydéntem yardimi ile DNA’daki tek bir mutasyon bile gbésterilebilir.
Uygulama alani ve degerlendirme guglugu, yiksek maliyeti ve zaman alicihgi
nedeniyle rutin laboratuvarlarda uygulanmasi gagtar (6,90,44).
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Daha yeni kusak problar, floresans ile isaretlenerek kullaniimaktadir. Bu
problarin uygun gen dizinine baglanmasi esnasinda ortaya ¢ikan enerji, Tag-
man (Perkins Elmer Applied Biosystems Inc., Foster City, CA) veya Light Cycler
(Roche Molecular Biochemicals Inc., Indianapolis, IN), gibi lazer iceren Real-
Time PCR’lar ile algilanabilmektedir (13,34,57).

Multilokus  (gok yerlesimli) enzim elekiroforezi (MEE), hUlcresel
izoenzimlerin veya alloenzimlerin degerlendiriimesinde kullanilir. Burada bir
hicre ekstrakti (6z0t(), denatire olmamis jelde elektroforezlendikten sonra,
replike jel dilimleri enzim aktivitesini saptamak igin, spesifik substratlar ile
isaretlenerek boyanmistir ve enzim aktiviteleri dodrudan bu enzimin gen
kodlarinin alelleri ile iligkilidir. Bu yUzden, bir izolat serisi igindeki alel farklar
kiyaslanarak genetik iliski dogrudan degerlendirilebilir. MEE hem haploid (tek
band) hem de diploid (bir veya iki band) organizmalarin enzimlerini belirler. Eger
yeterli sayida enzimler incelenirse, MEE, bir grup organizma igin genetik
benzerlik verileri olusturmak agisindan ¢ok faydalidir. Ancak, bu yéntem zaman

alicidir ve yuksek nitelikli teknik uzman gerektirmektedir (14).

Son yillarda kullanima sunulan nikleik asit hibridizasyon ve gérintileme
yontemi, oligonUkleotid “microarray” veya “microchip” (DNA ¢ip) teknigidir. Bu
yontemde DNA ciftleri, kati destek faz Uzerine yerlestirilmis oligonUkleotid
kOtdphanelerini igeren minyatUr analitik araglardir. Yakalayici oligonikleotidler
sentetik olarak elde edilmis ve membranlara immobilizasyonu saglanmis
yapilardir Bu sistem ile mikrogip ylUzeyine binlerce hedefe prob baglama
reaksiyonu gerceklestirilebilir ve son asamada reaksiyon sonugclar
bilgisayardaki uygun programlar tarafindan algilanarak analiz edilir. Klinik
Orneklerden cogdaltilan hedef molekilllerin hizla taranmasini saglayan bir
tekniktir (16,58).

Halen kullanilmakta olan ticari kitlerin ¢ogu doku ve vlcut sivilarindaki
bakteri ve virlslere ait DNA ve/veya RNA'yl elde etmek amaci ile Gretilmigtir.
Mantarlarin hdcre duvarlarinin kalinligi, kapsulla tdrlerinin ve sporlarinin
bulunmasi, genetik materyallerinin saptanmasinda zorluk olusturdugundan;

kugkulu 6érneklere oncelikli olarak lizozim ve/veya zimolizin gibi enzimlerle 6n
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islem uygulanir. Bu ve benzeri zorluklardan dolayr ginimizde mantar DNA’sini
belirleyecek test sayisi oldukga kisithdir. Son yillarda bu konuda yapilan

calismalarin sayisi giderek artig géstermektedir (56).
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3. GEREC VE YONTEM
Hasta 6rnekleri ve referans suslar:

istanbul Universitesi istanbul Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Kilinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Mikoloji Bilim Dalr’'na, (etik kurul karari 14.7.2004
‘de alinmig olup, bu tarihden sonra Ornekler toplanmaya bagslaniimistir.)
immunsupresyonlu hastalardan alinarak génderilen, 24 bronkoalveoler lavaj
sivisi, 14 kan, bes periton diyaliz sivisi, dort plevra sivisi, birer beyin omurilik
sivisi, perikard sivisi ve idrar 6rnegi mikolojik yonden incelenmigtir. Referans
sus olarak ise istanbul Tip Fakiiltesi Mikroorganizma ve Kiiltiir Koleksiyonlari
Merkezi (KUKENS)'nden saglanan Candida albicans ATCC 10231, Candida
parapsilosis ATCC 22019, Candida glabrata ATCC 15126,Candida tropicalis
KUEN 1025, Cryptococcus neoformans ATCC 90112 ve Aspergillus fumigatus
ATCC 9197 suslar kullaniimigtir.

2.Hasta Orneklerinin Geleneksel yontemler ile tanimlanmasi:
a) Dogrudan mikroskopik yontemler:

Sistemik mikoz kuskulu hasta érneklerine %10-15 KOH+kalkoflor beyazi
eklenerek hazirlanan preparasyonlar floresan mikroskop yardimiyla incelemis

ve mantar elemanlari ( hif ve sporlar) aranmistir (52).
b) Kultir:

Sistemik mikoz kuskulu hasta 6rnekleri glikozlu Sabouraud (pH: 5.5-6) ve
beyin kalp inflzyon agar (BHIA) besiyerlerine ekilerek iki farkli 1s1 derecesinde
(25-30°C ve 37°C) 30 giin boyunca bekletiimigtir. izole edilen mayalarin
idantifikasyonlarinda koloni gériinim ve rengi, hif ve/veya yalanci hif olusumu,
klamidospor, artrokonidya, blastokonidya olusturmalari, germ tlp olusturabilme
yetenekleri, ¢ini mirekkebi yardimiyla hazirlanan preparasyonlarda kapsul
varligi, karbonhidrat, nitrat asimilasyonlari ve gekerleri fermente edebilme gibi

temel morfolojik ve biyokimyasal dzellikler esas olarak alinmistir (52).
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Klinik o6rneklerin ve referans suslarin molekiler yontemler ile

tanimlanmasi:

a) ilk asama: DNA ekstraksiyon kiti ve fenol-kloroform -izoamilalkol
yontemi ile referans suslardan ve hasta &rneklerinden o6ncelikle
mikroorganizma daha sonra genel primerler ile mantar DNA’sinin

saptanmasi.

b) ikinci asama: Tire 6zgl primerler kullanilarak multipleks PCR

ybntemi ile mantarlarin tar dizeyinde tanimlanmasi.
a-1) Fenol kloroform yéntemi ile DNA izolasyonu (56):
a-1-1) On islem:

1. 100ml’lik erlen icindeki 10ml maya pepton dekstroz buyyona alinarak
stispanse edilen hasta érnegi 30°C’de bir gece bekletilir.

2. 50 ml'lik Granier tlplere aktarilip, bes dakika 4000 rpm’de santrif(
edilir.

3. Ust sivi dékiiliir ve ¢okiintii bir ml 1 M sorbitol ile siispanse edilip, 2

ml‘lik ayri bir ependorf tipune aktarilr.

iki dakika 13 000 rpm’de santrifij edilir.

Ust sivi atilir ve ¢dkiintii deney giini hazirlanan 1 ml lizis tamponu ile

o &

stispanse edilip, 37 °C’de 2 saat bekletilir.

a-1-2) izolasyon:

1. On isleme tabi tutulmus 6rnek bes dakika 13 000 rpm’de santrifilj
edilip, Gst sivi atilir, ¢dkinti bu asamada jel gibidir. Céklntlinin
Uzerine deney gunU hazirlanan proteinaz tampondan 0,8 ml ilave
edilir ve yeniden slispanse edilip 4 saat 56°C’de bekletilir.

2. 0,8ml fenol/kloroform/izoamilalkol karisimi ilave edilip, bes dakika el
ya da vorteks yardimi ile karistirllir, bes dakika 13 000 rpm’de

santriftj edilir.
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3. Santriflij sonrasi olusan iki fazin Gstte olanindan 600ul yeni bir tipe
aktanlhp Gzerine 0,6 ml %100 luk izopropanol ilave edilir, el ile
karigtirilarak, bes dakika 13 000rpm’de santrifdj edilir.

4. Ust sivi atilir. (izerine %70’lik etanolden 1 ml eklenerek (ic dakika 13
000rpm’de santrifdij edilir.

5. Ust sivi atilir ve ¢okiintii havada tamamen kurutulur.

6. Cokuntl Gzerine 200ul tris-EDTA tamponu ve 2 ul RNAseA eklenerek
Uc dakika vorteks ile DNA seffaf olana dek stspanse edilir ve 30
dakika 37°C’de bekletilir.

7. 200ul fenol/kloroform/izoamilalkol ilave edilip, bes dakika sit rengine
gelene dek el ile galkalanir ve bes dakika 13 000 rpm’de santrif(j
edilir.

8. Olusan iki ayri fazin, (stte olanindan bir pipet yardimi ile alinip
icerisinde 200ul kloroform/izoamilalkol bulunan tiplere eklenir.

9. Iki dakika vortekslenir ve daha sonra bes dakika 13 000rpm’'de
santrif(j edilir

10.Ortadaki faza dokunmadan, uUst faz bir pipet yardimiyla cekilip
icerisinde 200ul %100 luk izopropanol bulunan yeni tiplere aktarilir.

11. Tapler hafifce sallanarak igcindeki DNA goérular.

12.Bes dakika 13 000rpm’de santriflj edilip, Ust sivi atilir.

13.Coklntlye %70’lik etanol’den bir ml eklenip, bes dakika 13
000rpm’de santrifdij edilir.

14.Cokuntld tamamen kurutulup, 50-80ul distile su eklenir, karistirilir ve

kullanilana dek -20°C’de saklanir.

a-2) Ticari kit ile DNA izolasyon yontemi (56):

Kigluk modifikasyonlarla birlikte kit protokolline gore yapildi.

a-2-1) On iglem:

1.
2.

Ornekten 200pl alinarak tiplere aktarilir ve 14 000rpm’de santrifij edilir
Santrif(j sonrasi Ust sivi atilir, gékeltiye 500ul litikaz solisyonu eklenip,
37°C’de 2 saat bekletilir.

14 000rpm’de santriflj sonrasi Ust sivi atilir,
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a-2-2) izolasyon:

1.

Cokelti, Gzerine 180ul ATL solusyonu ve 20ul proteinaz K stok
sollisyonu eklenerek, 56°C’de 4 saat bekletilir.

4pul RNaseA (100 mg/ml) eklenir ve 15 saniye vorteksleme sonrasinda
iki dakika bekletilir.

200ul AL soltisyonu eklenir ve 15 saniye vortekslendikten sonra
70°C’de 10 dakika bekletilir.

4. 200ul etanol eklenip, 15 saniye vorteksleme yapilarak karistirilir.

5. Tupun igindeki karisim koleksiyon tipune (filtreli) aktarilip, bir dakika 10

000 rpm’de santrifiij edilir ve filtre igeridi pipet yardimi ile ¢ekilerek atilir.
Koleksiyon tapune 500ul AW1 solusyonu eklenerek, bir dakika 8000
rom’de santrifdj edilir, filtre dikkatlice ¢ikarilip yeni bir koleksiyon
tOpUndn icerisine konur.

500ul AW2 sollsyonu koleksiyon tlpline eklenerek, U¢ dakika 14 000
rom’de santrifj edilir.

Koleksiyon tlpuntn filtresi 1.5 mllik mikrosantriflj tOpUnin igine
konulur. 100ul elisyon solisyonu ya da distile su ilave edilerek oda
Isisinda bes dakika bekletilir ve bir 8000 rpm’de dakika santrifj edilir.

Kullanilana dek -20°C’de saklanilir.
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KULLANILAN PRIMER DiZILIMLERI
Genel primerler

Luo ve arkadaslarinin (59) bildirdigi ve Saccharomyces cerevisiae’den secilen
primerler:

U1 GTGAAATTGTTGAAAGGGAA ~550bp

U2 GACTCCTTGGTCCGTGTT

Aspergillus fumigatus

AFUM1CGCCGAAGACCCCAACATGAACGC (GenBank AF17662, AF078889) ~385bp
AFUM2 TAAAGTTGGGTGTCGGCTGGC

Candida albicans

CALB1 TTTATCAACTTGTCACACCAGA (GenBank 47111, L28817) ~273bp
CALB2 ATCCCGCCTTACCACTACCG

Candida glabrata

CGL1 TTATCACACGACTCGACACT (GenBank AB032177, AF167993) ~423bp
CGL2 CCCACATACTGATATGGCCTACAA

Candida parapsilosis

CPA1 TTGGTAGGCCTTCTATATGGG (GenBank AF287909, L47109) ~ 320bp
CPA2GCCAGAGATTAAACTCAACCAA ~300bp

Candida tropicalis

CTR1 CAATCCTACCGCCAGAGGTTAT (GenBank AF287910, AF268095) ~357 bp
CTR2 TGGCCACTAGCAAAATAAGCGT

Cryptococcus neoformans

CN4 GAAGGGCATGCCTGT TTG AGAG (GenBank M94516, M64517)  ~136bp
CN5 ATCACCTTCCCACTAACACATT
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a-IIT) PCR doéngusu ( genel primerler ile ) (59)

U1 (GTG AAA TTG TTG AAA GGG AA)  ~550 bp
U2 (GAC TCC TTG GTC CGT GTT)

Ana karigim:

2ul (~1 ng) sulandiriimis genomik DNA,

20mM tris-HCI ( pH 8,4)

50 mM KCl

dNTP (her biri igin 0.2 mM, dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

0.5umol primer

2L

0.5 U Taq polimeraz
Total hacim:20ul

PCR donglisi

1. 96°C’de 5 dakika

2. 94 °C’de 30sn

3. 58 °C’'de 30sn toplam 40 déngu
4.72°C’de 30sn

5. 72°C’de 15 dakika

Elektroforez

a) PCR drdnlerinin  kontrolU igin %1’lik agaroz jel hazirlanir.

b) 50ml Eritilen agaroz jele, 42°C’de,5ug etidyum bromit eklenir.

c¢) PCR drUnlerinden 10ul alinip 2ul yikleyici soltsyon ile karigtirilir.

d) Karisim, jel Gzerindeki kuyucuklara konur ve igerisinde 1x tris-borat-
EDTA solisyonu bulunan elektroforezde 100 volt altinda yaklasik 30
dakika yaratalar.

e) DNA bantlari ultraviyole 1s1§1 altinda incelenip, fotograf cekilir.



b) Tire 6zgi Multipleks PCR

Luo ve arkadaglarinin bildirdigi yontem modifiye edilerek uygulandi (59).
1. Altt mantar t0ru igin iki multipleks PCR paneli test edilmistir.
2. T-P paneli iginde yer alan primerler:
a) CTR 1 ve CTR2 (C. tropicalis)
b) CPA1 ve CPA2 (C. parapsilosis)
3. T-A-N paneli iginde yer alan primerler
a) CTR 1 ve CTR2 (C. tropicalis)
b) CALB1, CALB2 (C.albicans)
c) CN4 ve CN5 (C. neoformans)
4. T-P panelindeki primerler C. tropicalis (CTR1,CTR2) ve
C. parapsilosis’i (CPA1,CPA2), T-A-N panelindeki primerler,
C. tropicalis (CTR1,CTR2) C.albicans (CALB1,CALB2) ve
C. neoformans’i (CN4,CN5) idantifiye ederler.
Ana karisim
1. 2ul (~1 ng) sulandirnimis genomik DNA,
20mM Tris-HCI ( pH8,4)
50 mM MgCl,
dNTP (herbiri igin 0.2 mM, dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
Primerler

IS N A

T-P paneli iginde yer alan primerler
a) CTR 1 ve CTR2 primerlerinin herbiri i¢in 0,4 pl
b) CPA1 ve CPA2 primerlerinin herbiri i¢in 0,6 pl

T-A-N paneli icinde yer alan primerler
a) CTR 1 ve CTR2 primerlerinin herbiri i¢in 0,4 pl
b) CALB1, CALB2 primerlerinin herbiri icin 0,5 pl
¢) CN4 ve CNS5 primerlerinin herbiri i¢in 0,5 pl

6. 0,75 U Taq DNA polimeraz

7. Distile su
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PCR dongusii:

1. 96°C’de 5 dakika

2. 94 °C’de 30sn

3. 58 °C’'de 30sn toplam 40 déngu
4.72°C’de 30sn

5. 72°C’de 15 dakika

Elektroforez

a) PCR Urdnlerinin  kontroll igin %1’lik agaroz jel hazirlanir.

b) 50ml Eritilen agaroz jele, 42°C’de,5ug etidyum bromit eklenir.
c) PCR urdnlerinden 10pl alinip 2ul yikleyici soltsyon ile kangtirilir.
d) Karisim, jel Gzerindeki kuyucuklara konur ve igerisinde 1x tris-borat-

EDTA solisyonu bulunan elektroforezde 100 volt altinda yaklagik 30
dakika yaratalar.

e) DNA bantlari ultraviyole i1s1d1 altinda incelenip, fotograf cekilir.

Diltisyon:

C.albicans referans susu (ATCC 10231) kati besiyerinde 10°
dilusyona kadar sulandiriimis ve gerek fenol kloroform izoamilalkol ydntemi,
gerekse ticari kit ile DNA ekstraksiyonu ve ardindan PCR yapilmigtir.

Istatiksel analiz:

Calismanin kiiltir, PCR ve mikroskopi, PCR uyumlar ile ilgili istatistiksel

analizleri icin Kappa testi kullanilmistir (3).
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Cihaz ve Mazeme Listesi

1- Cihazlar

a) Vorteks

b) Termosiklus cihazi (Biometere)
¢) Su banyosu

d) Santriflij (Herause)

2- Mazemeler besiyerleri ve tamponlarin hazirlanigi

1. Maya pepton dekstroz buyyonu:
a. 20gr pepton+kazein,10gr maya 6zeti,15 gr agar karisimina 900 ml
distile su eklenir.
b. Otoklavda sterilize edilir ve (zerine 100 ml %20 glukoz eklenerek,

oda
Isisinda bekletilir.

2. 1M Sorbitol:
1 litreye 182,82 gr sorbitol ilave edilip otoklavda sterilize edilir.

3. Lizis tamponu:
1 M sorbitolden 50ml,100mM Na-Sitrat (pH5,8)’'dan 10 ml ve 50mM
EDTA (pH.8,0)'dan 10ml; 100'mlik bir sise iginde kanstirilip Gzerine
12.5 gr litikaz ve 400ul beta merkapto etanol eklenir. Tlplere bélunir
ve -20°C’de saklanir.

4. Proteinaz tamponu: (100 ml igin)
iml 10mM Tris-Cl (pH7,5),10ml 50mM EDTA (pH 7,5),5 ml %0,5
SDS Uzerine 84ml distile su ilave edilir. Thplere bélindr ve -20°C’de
saklanir.

5. Tris EDTA Tamponu:
4 ml 10 mM tris-Cl ve 400 ml 1 mM EDTA 0.5 M karistirilir.

6. RnaseA 10mg/ml (200u/ml)
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30wl tris-Cl (10mM), 9ul M NaCl (15mM) ve 2961l distile su ilave
edilip, otoklavlanir, sonra tGzerine 30mg RNAseaA eklenip, —20°C’de
saklanir.

7.1 M Tris-ClI
50gr tris-Cl, 200ml distile suda ¢6zulir, pH ayarlanir ve distile su
ilave edilir.

8. 1M NaCl
58,44gr NaCl, 1 litre distile suya ilave edilip otoklavlanir.

9. Fenol/Kloroform/lzoamilalkol
25ml fenol,24 ml kloroform ve 1 ml izoamilalkol karstirilir, bir gece
4°C’de bekletilir.
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4. BULGULAR

Calismada Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Mikoloji Bilim Dali’'na, immunsupressif
hastalardan alinarak goénderilen, 14 kan, 24 bronkoalveoler lavaj, bes periton
diyaliz, doért plevra, birer beyin omurilik, perikard sivilari ve idrar 6rnegi
geleneksel (kudltar-mikroskopi) ve molekller yéntemler ile incelenerek
degerlendirilmigtir.

Calisma iceriginde yer alan 50 immUnsupressif hasta érneginin 17’sinde
(%34) kiltarel yéntemler ile olumlu sonug¢ alinmig [16 C.albicans (%32),bir
C.parapsilosis (%2)], 33 (%66) 6rnekte Greme olmamistir(Tablo 4.1.).

Klinik 6rneklerin 14’0 kan oldugu icin mikroskopi ve kultar uyumu 36 6rnek
Uzerinden degerlendirilerek yapilmistir. Alti (%16,6) 6rnegin mikroskopisi
olumsuz, kilttrd olumlu; yedi (%19,4) drnegin ise mikroskopi ve kiltlr sonuglari
olumlu bulunmustur. Mikroskopisi olumlu, kiltliri olumsuz sus saptanmamig, 23
(%63,8) 6rnegin mikroskopi ve kultdr sonuglar olumsuz yanit vermigtir (Tablo
4.1.).

Genel primerler ile yapilan PCR testi sonucunda incelenen tim Kklinik
orneklerin 27°sinde (%54) mantar DNA’sI g6zlemlenmisg, 13 (%36,1) klinik 6rnek
(kan disinda kalan) mikroskopik olarak incelendiginde mantar elemanlari
gérulmemis, kdltir ve PCR test sonuglar olumsuz bulunmustur. Kuilturleri
olumlu bulunan 17(%34) 6rnegin timdndn mantar DNA’s icerdigi belirlenmigtir.
10 (%20) klinik 6rnek Kkdlttrel yéntemler ile olumsuz, PCR ile olumlu sonug
vermis; kiltir sonucu olumlu, PCR’1 olumsuz 6rnek gérilmemistir. 23 (%46)
klinik 6rnek; gerek kultirel, gerekse PCR test yontemi ile olumsuz yanit
vermistir (Tablo 4.1.).

Kan digindaki yedi (%19,4) 6rnegin mikroskopi, kiltir ve PCR sonuglari
olumlu bulunmus; 16 (%44,4) 6rnedin mikroskopisi olumsuz ve PCR test

sonucu olumlu olarak saptanmistir. Orneklerden altisinin (%16,6) mikroskopisi
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olumsuz, kiltir ve PCR sonuglari olumlu bulunmustur. Mikroskopi ve klltiri
olumlu, PCR test sonucu olumsuz érnek gérilmemistir(Tablo 4.1.).

Mantar DNA’sI olumlu olan 6rneklere tire 6zgu multipleks PCR ydntemi
uygulandiginda saptanan mantarlarin 24’Gnin (%88,8) C.albicans, ikisinin
(%7,4) C.parapsilosis, birinin (%3,7) C.neoformans oldugu belirlenmistir.
idantifiye edilen mayalar siklik sirasina gore incelendiginde; C.albicans’in
%388,8 ile ilk sirayi aldigr gbéralmustar (Tablo 4.1.).



52

Tablo 4.1. incelenen Klinik érneklerin mikroskopi,kiltiir, genel primer ciftleri ile PCR ve tiire 6zgli primer giftleri ile multipleks PCR sonuglari

Ture 6zgl primerler ile

No Ornek Mikroskopi Kualtar Genel primer ile PCR multipleks PCR
1 BAL (+++) C.albicans + C.albicans

2 BAL (++) C.albicans + C.albicans

3 BAL (++) C.albicans + C.albicans

4 BAL (+) C.albicans + C.albicans

5 BAL (+) C.albicans + C.albicans

6 BAL (+) C.albicans + C.albicans

7 BAL (+) C.albicans + C.albicans

8 BAL - C.albicans + C.albicans

9 BAL - C.albicans + C.albicans

10 BAL - C.albicans + C.albicans

11 BAL - C.albicans + C.albicans

12 BAL - C.albicans + C.albicans

13 idrar - C.albicans + C.albicans

14 Kan Yapilmadi C.albicans + C.albicans

15 Kan Yapilmadi C.albicans + C.albicans

16 Kan Yapilmadi C.albicans + C.albicans

17 Kan Yapilmadi C.parapsilosis + C.parapsilosis
18 BAL - - + C.albicans

19 BAL - - + C.albicans
20 BAL - - + C.albicans

21 BAL - - + C.albicans

22 BAL - - + C.albicans

23 Periton sivisi - - + C.albicans

24 Periton sivisi - - + C.albicans

25 Periton sivisi - - + C.albicans

26 Periton sivisi - - + C .parapsilosis
27 BOS - - + C.neoformans

28 Plevra sivisi - -
29 Plevra sivisi - -
30 Plevra sivisi - -
31 Plevra sivisi - - - -
32 Periton sivisi - - - R
33 Perikard sivisi - - - R

34 BAL - - - -
35 BAL - - - -
36 BAL - - - -
37 BAL - - - -
38 BAL - - - -
39 BAL - - - -
40 BAL - - - -
41 Kan Yapilmadi - - -
42 Kan Yapilmadi - - -
43 Kan Yapilmadi - - -
44 Kan Yapilmadi - - -
45 Kan Yapilmadi - - -
46 Kan Yapilmadi - - -
47 Kan Yapilmadi - - -
48 Kan Yapilmadi - - -
49 Kan Yapilmadi - - -

50 Kan Yapilmadi - - -
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incelenen 24 bronkoalveoler lavaj sivisi (BAL) 6rneginin yedisinde
(%29,1) dogrudan mikroskopik inceleme sonucunda mantar elemanlari tespit
edilmigtir. 12 (%50) 6rnegin kultirinde C.albicans izole edilmis, 12 (%50)
Ornekte ise Ureme olmamistir. Genel primer ile yapilan PCR sonucunda
Orneklerin 17’sinde (%70,8) mantar DNA’sI saptanirken, tire 6zgl multipleks
PCR sonuglarina gére DNA’larin tamaminin C.albicans oldugu belirlenmistir
(Tablo 4.2.).

Tablo 4.2. BAL 6rneklerinin mikroskopi,kaltr, genel primer giftleri ile PCR ve tire 6zgu primer giftleri ile multipleks

PCR sonuglari

No Mikroskopi Kaltar Genel primer ile PCR Tire 6zgl primerler ile multipleks PCR
1 (+++) C.albicans + C.albicans
2 (++) C.albicans + C.albicans
3 (++) C.albicans + C.albicans
4 (+) C.albicans + C.albicans
5 (+) C.albicans + C.albicans
6 (+) C.albicans + C.albicans
7 (+) C.albicans + C.albicans
8 - C.albicans + C.albicans
9 C.albicans + C.albicans
10 C.albicans + C.albicans
11 C.albicans + C.albicans
12 C.albicans + C.albicans
13 + C.albicans
14 + C.albicans
15 + C.albicans
16 + C.albicans
17 + C.albicans
18

19

20

21

22

23

24

Kultdrd yapilan 14 kan 6rneginin, Ug¢lnde (%21,4) C.albicans, birinde
(%7,1) C.parapsilosis olmak Uzere dérdinde (%28,5) treme olmustur. Genel
primer ile yapilan PCR testi sonucunda kultirleri olumlu bulunan &rneklerin
timinden mantar DNA’sI saptanmis (%28,5), kultirleri olumsuz olan érneklerde
PCR testi ile olumsuz yanit alinmistir (%71,5). Ttre 6zgl multipleks PCR test
sonuglarina gbére mantarlarin ¢l (%21,4) C.albicans, biri de (%7,1)

C.parapsilosis olarak belirlenmistir (Tablo 4.3.).
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Tablo 4.3. Kan &rneklerinin kiltir, genel primer ¢iftleri ile PCR ve tlire 6zgl primer ¢iftleri ile multipleks PCR sonuglari

No Kltiir Genel primer ile PCR Tare 6zgl primerler ile multipleks PCR
1 C.albicans + C.albicans

2 C.albicans + C.albicans

3 C.parapsilosis + C.parapsilosis
4 C.albicans + C.albicans

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

incelenen bes periton diyaliz, dért plevra ve birer perikard, beyin omurilik
sivilarinin kaltarleri steril kalmig, dogrudan mikroskopik incelendiklerinde mantar
elemanlarina rastlanmamistir. idrar &rneginin  mikroskopik incelenmesinde

mantar elemanlari gérilmemis, kiltirinden C.albicans izole edilmigtir.

Genel primerler ile yapilan PCR sonucuna gére bes periton diyaliz sivisi
O6rnedinin doérdl (%80), birer idrar ve beyin omurilik sivisi érneginde mantar
DNA’sI saptanmistir. Tare 6zgl multipleks PCR sonuglarina gére ise periton
diyaliz sivisi Orneklerinin Gglnde (%60) C.albicans, birinde C.parapsilosis
(%20); idrar érneginde C.albicans ve beyin omurilik sivisinda C.neoformans ait
DNA’lar bulunmustur (Tablo 4.4.).
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Tablo 4.4. Periton diyaliz, plevra, beyin omurilik, perikard sivilarinin ve idrarin mikroskopi, klltdr, genel
primer ciftleri ile PCR ve tiire 6zgli multipleks PCR sonuglari

No Ornek Mikroskopi Kaltar Genel primer  Tlre 6zgl primerler ile multipleks
ile PCR PCR

1 Periton diyaliz sivisi - - + C.albicans

2 Periton diyaliz sivisi - - + C.albicans

3 Periton diyaliz sivisi - - + C.albicans

4 Periton diyaliz sivisi - - + C.parapsilosis

5 Periton diyaliz sivisi

6 Plevra sivisi

7 Plevra sivisi

8 Plevra sivisi

9 Plevra sivisi - -

10 idrar - C.albicans + C.albicans

11 Perikard sivisi

12 Beyin omurilik sivisi - - + C.neoformans

Referans Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida glabrata,
Candida tropicalis, Cryptococcus neoformans ve Aspergillus fumigatus’un genel
primer ciftleri ile PCR sonuglari resim 4.1.’de, referans Candida tropicalis’in
genel ve tire 6zglh primer ciftleri ile PCR sonucu resim 4.2.de, referans
Candida glabrata’nin tire 6zgl primer ciftleri ile PCR sonucu resim 4.3.’de,
referans Candida parapsilosis, Candida tropicalis’in genel ve tire 6zgl primer
cgiftleri ile PCR sonuglari resim 4.4.’de, referans Candida albicans ve
Cryptococcus neoformans’in tlire 6zgl primer ciftleri ile PCR sonuclarn resim
4.5’de, referans Aspergillus fumigatus’un genel ve tlre 6zgU primer ciftleri ile
PCR sonuglar resim 4.6.’da, referans Candida albicans, Candida parapsilosis,
Candida glabrata, Candida tropicalis, Cryptococcus neoformans’in multipleks
PCR sonuclari resim 4.7.'de, klinik érneklerdeki mantar DNA’sI genel primerler

ile resim 4.8'de, tlre 6zgu primerler ile resim 4.9’da gosterilmistir.

C.albicans referans susu (ATCC 10231)‘'nun 10 kath sulandirimlarinin
SDA'da 24 saatlik kiiltirleri sonucunda 10*e kadar reme gériimistiir (Resim
4.10.). Gerek fenol kloroform izoamilalkol yéntemiyle, gerekse ticari kit ile DNA
ekstraksiyonu ve ardindan PCR vyapilmigtir. Sonugta her iki izolasyon

yonteminde de 10®e kadar mantar DNA’sI saptanmistir (Resim4.11.).
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Galismada kullanilan iki ekstraksiyon ydntemi karsilastirildiginda fenol
kloroform izoamilalkol ydéntemi ile ticari kit arasinda biyuk bir fark olmadigi
gorulmus, sadece fenol kloroform izoamil alkol yonteminde bir 6rnekte (BAL) kit

ile elde edilemeyen mantar DNA'’sI saptanmistir.

DNA ekstraksiyonu igin, bu konuda calisan arastirmacilar(59) gibi; lizozim
enzimi kullanilmistir. Ancak deneyler sonucunda enzim ile iglem gbren
6rneklerin arastincilarin bildirdigi (lizozim igin 37°C’de 30 dakika, proteinaz K
icin 55°C’de 15 dakika) inktibasyon sireleri uzatildiginda (lizozim igin 37°C’de 2

saat, proteinazK icin 56 °C’de 4 saat) daha iyi sonuglar alindigi gézlemlenmisgtir.
istatiksel Analiz (3)
Calismada Kappa istatistiksel analiz testi yardimi ile kaltir PCR uyumu

0,61(p<0,001), mikroskopi PCR uyumu ise 0,24 (p<0,001) olarak
saptanmig, uygulanan PCR yénteminin duyarlligi %100, 6zgllligu ise %69,7

olarak belirlenmigtir.
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Resim 4.1. Referans Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida glabrata,
Candida tropicalis, Cryptococcus neoformans ve Aspergillus fumigatus’un genel

primer giftleri ile PCR sonuglari

500 b 550bp

M: 100bp DNA marker, K(-): Negatif kontrol (H20),

1. Candida albicans, 2. Candida parapsilosis, 3. Candida glabrata

4.Candida tropicalis, 5.Cryptococcus neoformans, 6. Aspergillus
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Resim 4.2. Referans Candida tropicalis’in genel ve tire 6zgl primer ciftleri ile

PCR sonucu

50kb

357 bp

M: 100bp DNA marker, K(-): Negatif kontrol (H,O),

1. Mantar DNA’s1, 2.Candida tropicalis



Resim 4.3.Referans Candida glabrata’nin tire 6zgi primer ciftleri ile PCR

sonucu

500 bp

M: 100bp DNA marker, 1.Candida glabrata

59



Resim4.4. Referans Candida parapsilosis, Candida tropicalis’in genel ve tire

6zgU primer ciftleri ile PCR sonuglar

_~ 550 bp

320 bo

M: 100bp DNA marker, K(-): Negatif kontrol (H,O),

1. Candida tropicalis, 2-4. Mantar DNA’s1, 3. Candida parapsilosis

60
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Resim 4.5. Referans Candida albicans ve Cryptococcus neoformans’in tire 6zgu
primer giftleri ile PCR sonuglan

500bp
273 bp

136 bp

M: 100bp DNA marker, K(-): Negatif kontrol (H,0),

1. Candida albicans, 2. Cryptococcus neoformans
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Resim 4.6. Referans Aspergillus fumigatus’un genel ve tire 6zgu primer ciftleri

ile PCR sonuglari

550bp

385 bp

M: 100bp DNA marker, K(-): Negatif kontrol (H,O),

1. Mantar DNA’s1 2-3. Aspergillus fumigatus
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Resim 4.7. Referans Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida glabrata,

Candida tropicalis, Cryptococcus neoformans’in multipleks PCR sonugclari

Resim 4.7.a
e
500 bp —-—
—
273 bp
357 bp
136 bp
320 bp
Resim 4.7.b
357 bp
500 bp
273 bp
136 bp
357 bp
320 bp

M: 100bp DNA marker, K (-): Negatif kontrol (H,0),

Resim 4.7.a: 1. Candida tropicalis,Candida parapsilosis, 2.Candida tropicalis, Cryptococcus neoformans 3.
Candida tropicalis, Candida albicans, Cryptococcus neoformans

Resim4.7.b: 1. Candida tropicalis,Candida parapsilosis, 2. Candida tropicalis, Candida albicans,
Cryptococcus neoformans
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Resim 4.8. Klinik 6rneklerdeki mantar DNA’sI (genel primer ciftleri ile)

M KHK+H#) 1 2

D .. .

500 bp

550 bp

M: 100bp DNA marker, K(-): Negatif kontrol (H,O), K(+): Pozitif kontrol
1-2-3-4-6-7-8-9-10: Mantar DNA’si saptanan klinik érnekler

5: Mantar DNA’sI saptanamayan klinik érnek
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Resim 4.9. Klinik 6rneklerdeki mantar DNA’s (tlre 6zgl primer ciftleri ile)

500 bp

273bp

M: 100bp DNA marker, K(-): Negatif kontrol (H,O), K(+): Pozitif kontrol
1-2-3-4-6-8-9: Candida albicans

7: Tire 6zgl PCR negatif



Resim 4.10. Referans Candida albicans’in 10 katlh sulandirimlarinin
SDA’da 24 saatlik kiltir sonuclari

Resim 4.11. Referans Candida albicans’in 10 katli sulandirimlarinin
genomik DNA izolasyon kiti ve fenol kloroform izoamil

alkol yéntemi ile yapilan PCR sonuglari.

500 bp 550 bp

M: 100 bp DNA
K(-):Negatif kontrol
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5. TARTISMA

infeksiyon etkeni olan/olabilen gercek ve firsatgli patojen mantarlarin
tanimlanmasinda, dogrudan mikroskopik inceleme ve kiltir giinimuzde halen
altin standart yéntemler olma degerini korumaktadir. Ancak gerek zaman alici
olmasi, gerekse her zaman olumlu sonu¢ vermemeleri,bazi mantarlar agisindan
zor uygulanabilir ve yorumlanabilir olmasi nedeniyle bu yéntemlerin yani sira;
daha hizli olan, duyarhlik ve 06zgulligu yUksek yeni tani ydntemlerine
gereksinim duyulmustur. GinimuUzde fenotipik tani yontemlerinde karsilasilan
sorunlar, molekuler ydntemlerin; mikrobiyolojinin diger alanlarinda oldugu gibi
gerektiginde mikoloji alaninda da kullaniimasini zorunlu hale getirmis olup, tan,
tedavi izlemi ve epidemiyoloji konusunda giderek basarili sonuglar alinmasini

saglamigtir.

Watson-Crick’in  1953'de molekiler hibridizasyonu tanimlamasindan
sonra, mantarlari ilgilendiren ilk genetik ¢calismalar 1960 yilinda S.cerevisiae’nin
genetik haritasinin incelenmesiyle baslamistir (35,36).

1975 yihindaki genetik c¢alismalar sonucunda C.neoformans’ta
heterotallizmin saptanmasi, C.neoformans var. neoformans ile ilgili birgcok

calismanin aydinlatiimasinda yardimci olmustur (52).

Whelan, 1980’de C.albicans ile genetik calismalara baslamis, Kurtz, 1986
yilinda C.albicans’a ade2 geninin transformasyonunu bildirmistir. Ballance ve
arkadaglari, vektér olarak kullandiklari bakteriyel plazmitler araciligr ile
Neurospora crassa’dan A.nidulans’a transformasyonu basarmislardir (52).

1983 yilinda Mullis’in PCR’I mikroorganizmalarin molekdler tanilarinda
kullanmasi sonucu mantarlar, bakteriler, viris veya parazitlerin genetik yapilari,
konaktaki transkripsiyonel aktiviteler ve infeksiyona karsgi olusan yanitta; testin
Ustin analitik glcinden dolayl kisa zamanda basarili sonuclar alinmasi, bu

alanda yapilan ¢alismalara hiz ve deger kazandirmistir (5,6,44).

van Belkum ve arkadaglari, 1993 yilinda DNA parmak izi ydntemini

kullanarak 15 Klinik 6rnekten (ikiser yara, agiz surUntist ve diski, Ucer
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bronkoalveoler lavaj sivisi ve akgiger biyopsi 6rnegi, birer perikard sivisi, mide
ve akciger dokusu) yedi A.fumigatus, ikiser A.terreus ve A.flavus, birer
A.versicolor, P.boydii, Fusarium ve Rhizopus cinsinden mantar saptamiglardir
(85).

Caugant ve arkadaslari, 1979-1990 yillan arasinda izole ettikleri 94
C.albicans susuna MEE yo6ntemini uyguladiklarinda suslarin 4 ve 10’uncu

enzim bolgelerinde polimorfizm oldugunu bildirmislerdir (17).

Bretagne ve arkadaslari, 1995 yilinda 52 bronkoalveoler lavaj sivisi
6rnegini PCR ve kdltirel ydntemler ile Aspergillus tirleri agisindan
incelediklerinde; dordinlG kaltdr, 15’ini (dérddnin kaltarG olumlu) ise PCR

yontemi ile olumlu olarak bulmusglardir (15).

Spreadbury ve arkadaslari, 22 klinik érnekteki (12 bronkoalveoler lavaj
sivisi, dort bronsiyal yikanti suyu, dért bronsiyal aspirat, birer balgam ve agiz
sriintis0) A.fumigatus (401 bp) varhigini PCR yéntemi ile arastirdiklarinda %36
civarinda olumluluk saptamislar ve kultir ile PCR uyumunu %93 olarak
belirtmislerdir (78).

Yamakami ve arkadaslari, 20 hastadan alinan kan o&rneklerinde PCR
yontemi ile Aspergillus cinsinden mantar arastirmiglar ve 14 &6rnegin olumlu
oldugunu saptamiglardir (91).

Williams ve arkadaglari, Bfal, Ddel1 ve Hae3 restriksiyon enzimleri
yardimi ile, agizdan izole edilen 84 Candida susunun RFLP profillerini gcikarmis;
41’inin C.albicans, 13'Un0n C.glabrata, 10’'unun C.krusei, altisinin C.tropicalis,
beser tanesinin C.kefyr (C.pseudotropicalis) ve C.parapsilosis, dglnin
C.guilliermondii, birinin de C.stellotoidea oldugunu bildirmislerdir (88).

Einsele ve arkadaslari, 1992-1994 yillar arasinda 601 kan 6érnegini PCR
yéntemi ile incelemigler; olumlu 109 6&rnegin 40’inda C.albicans, 10’'unda
C.tropicalis, altisar tanesinde C.parapsilosis ve A.flavus, 11’inde C.glabrata,
sekizer tanesinde C.krusei ve A.fumigatus, ikisinde C.guilliermondii, tger
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tanesinde C.kefyr ve A.versicolor, yedisinde A.niger, besinde A.nidulans

saptamiglardir (26).

Crist ve arkadaslari, 550 klinik érnegin (214 idrar, 176 solunum yolu
O6rnegdi, 53 yara suruntusu, 44 digki, 23 kan, iki beyin omurilik sivisi, 12 diger
gesitli vacut sivilari, 26 kaynagi bilinmeyen 6rnek) kuiltrlerinden 294’lGnde
C.albicans, 145’'inde C.glabrata, 58'inde C.tropicalis, 33’Unde C.parapsilosis
izole ettiklerini bildirmiglerdir (21).

Shin ve arkadaslari, BacT/Alert yontemi ile incelenen 150 kan 6rnegi
kiltarlerinin; 36’sinda C.albicans, 19’'unda C.glabrata, yedisinde C.parapsilosis,
besinde C.tropicalis, Gclinde C.krusei, ikisinde C.krusei+C.glabrata, birinde
C.glabrata +C.albicans, ayni sayida 6érnege uygulanan PCR-EIA teknigi ile de;
35’'inde C.albicans, 18’inde C.glabrata, yedisinde C.parapsilosis, besinde
C.tropicalis, Ucger tanesinde C.krusei ve C.glabrata+C.albicans, ikisinde
C.krusei+C.glabrata’yi birlikte saptamiglardir (73).

Morace ve arkadaslarinin, nétropenik, ve hematolojik malignitesi olan 72
hastanin atesli dénemlerinde ve antifungal kullanimi sirasinda aldiklar kan
ornekleri PCR ve kdltirel yéntemler ile incelenmis, PCR ile 31’i (24 C.albicans,
ikiser tanesi C.glabrata ve C.tropicalis, t¢l C.kefyr) olumlu, 41’i ise olumsuz
olarak bulunmustur. PCR’1 olumlu olarak saptanan hastalardan dérdinin (U¢U
C.albicans, biri C.tropicalis) kultir sonuglari da olumlu olarak bildirilmigtir (65).

Ahmad ve arkadaglari, 76 Candida susu ile yaptiklari ¢alismada PCR ile
Vitek ve ID32C testini kargilastirmislar; C.albicans suslarinda, PCR ydnteminin
Vitek ile %84, ID32C ile %85, C.parapsilosis suslarinda; Vitek ile %85, ID32C
ile %100 uyumlu oldugunu bildirmisler, C.tropicalis suslarinda PCR ydntemi ile
Vitek testi ve ID32C uyumunun %93, C.glabrata suslarinda PCR ydnteminin
Vitek testine %87, ID32 C'ye ise %100 oraninda uyumlu oldugunu
vurgulamiglardir. Semi nested PCR ile Vitek ve ID32C arasinda C.albicans’da
%100, C.parapsilosis’te %95, C.tropicalis’te %93, C.glabrata’da %100 oraninda

uyum gbézlemlemiglerdir (1).
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Loeffler ve arkadaglari, 95 nétropenik hastanin 6rneklerinden DNA
ekstraksiyonu yapmisglar ve “in house” ydntemi ile 52’sini olumlu, 43’0n0
olumsuz, ticari kit ile 51’ini olumlu 44’0n{l ise olumsuz bulmuslardir. iki DNA
ekstraksiyon ydntemi arasinda %99 oraninda uyum oldugunu bildirmiglerdir
(56).

Elie ve arkadaslari, 1998 yilinda yaptiklari ¢calismada 18 Candida tiriine
(C.albicans, C.dubliniensis, C.glabrata, C.guilliermondii, C.haemulonii, C.kefyr,
C.krusei, C.lambica, C.lusitaniae, C.norvegensis, C.norvegica, C.parapsilosis,
C.pelliculosa, C.rugosa, C.tropicalis,C.utilis, C.viswanathii,C. zeylanoides) 6zgu

prob gelistirdiklerini bildirmislerdir (27).

Bozdayl ve arkadaslari, 16’sar vajina surintlst ve kan, birer kist ve
intraabdominal sivi, iki idrar érneginden 35 C.albicans susu izole etmiglerdir.
Kiltdrd olumlu olarak bulunan 35 6rnede PCR uygulandidinda duyarhhidin
%388,6 oldugunu saptamiglardir (12).

Kalkanci ve arkadaslari, nétropenisi olan 49 hastadan aldiklari 107 kan
6rneginde PCR ydntemi ile mantar DNA’sI arastirmiglar, 49 hastanin yedisinde
(%14,2) genel (panfungal) primerler ile ve besinde (%10,2)’de Candida
primerleri ile olumlu sonug bildirmiglerdir (42).

Skladny ve arkadaglari, 18S rRNA bdlgesinden cogaltilan Aspergillus
tarlerine 6zgl primerler ile 315 klinik érnege (250 kan, 65 bronkoalveoler lavaj
sivisi) uygulanan PCR sonucunda kan érneklerinin %2,1’inde, bronkoalveolar
lavaj sivilarinin  %8,5'inde Aspergillus cinslerine (236bp) &6zglu bant
saptamiglardir. PCR sonugclarinin; histopatoloji, kiltir ve radyolojik bulgularla
uyumlu ve duyarhligin %100 oldugu, %89 civarinda 6zgullik saptandigi
bildirilmigtir (74).

Turenne ve arkadaslari, 5.8S r DNA, 28S rDNA ve ITS2 gen bdlgelerinden
cogaltilan primerler ile C.albicans’t (279bp), C.neoformans’i (316bp),
C.tropicalis’i (268bp), C.glabrata’yl (359bp), C.parapsilosis’i (251bp), C.krusei’yi
(282bp), A.fumigatus’u (284bp)’de tanimlamislardir (79).
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Bougnoux ve arkadaslar, ITS1 ve ITS4, ITS2-ITS3 gen bdlgelerinden
cogalttiklari primerler ile C.albicans’i (386bp), C.tropicalis’i (373bp),C.glabrata’yi
(234bp), C.parapsilosis’i (336bp), C.krusei’yi (360bp)’de saptamiglardir (11).

Becker ve arkadaslari, 173 maya izolatinin 93’Unde (84’0 insan, dokuzu
hayvan kodkenli) C.glabrata’yi mitokondrial ribozomda hedef alinarak gogatilan

primerler ile (978bp)’'de tanimlamiglardir (8).

Li ve arkadaslari, 234 kaltiri olumlu kan Orneginden, 237 maya (121
C.albicans, 50 C.tropicalis, 29 C.glabrata, 20 C.parapsilosis, alti C.neoformans,
dort C.krusei, G¢ C.guilliermondii, bir C.lusitaniae, U¢ idantifiye edilemeyen
maya) izole etmisler ve 234 kan 6rnegine 18S rDNA, ITS1, 5.8S rDNA, ITS2,
ITS4 ve 26S rDNA gen bdlgelerinden gogaltilan tire 6zgl ve genel primerler ile
uygulanan multipleks PCR test sonucunda; C.albicans (402bp), C.glabrata
(632bp), C.guilliermondii (185bp), C.krusei (475bp), C.lusitaniae (116bp),
C.parapsilosis (126bp), C.tropicalis (149pb) ve C.neoformans (516bp)’
tanimladiklarini  bildirmislerdir.Multipleks PCR’in  duyarliigi  arastinicilar
tarafindan %98,7 (234/237) olarak saptanmistir (54).

Hayette ve arkadaslari, 177 bronkoalveoler lavaj sivisi ile yaptiklan
calismada hastalari klinik 6zelliklerine gore; invazif veya kugkulu invazif
aspergillozlu (10 hasta), kolonizasyon duslUnllen (bes hasta) ve aspergilloz
kriterlerine uymayan (162 hasta) olmak Uzere ¢ gruba ayirmislar, invazif veya
kuskulu invazif aspergillozlu olgu 6rneklerinin hepsinin PCR ile olumlu, ikisinin
kaltdrandn olumsuz oldugunu bildirmiglerdir. Kolonizasyon dustndlen olgularin
kaltdr ve PCR sonuglart olumlu bulunmus, duyarliligin %100, 6zgulligin ise
%96 oldugu belirtiimistir.Aspergilloz kriterlerine uymayan olgulara ait érnekler-

den %3,4’Un0n yalanci olumlu sonug verdigi gosterilmistir (37).

Maaroufi ve arkadaslari, antifungal tedavi géren dort hastaya ait 6érnekten
kiltrel yéntemler ile olumsuz, PCR ile olumlu yanit aldiklarini bildirmiglerdir
(60).

Fujita ve arkadaslari, kultiir ve Api 20C ile tanimladiklari 75 maya susuna

(283 C.albicans, sekiz C.glabrata, 12 C.tropicalis, altisar C.neoformans, C.krusei
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ve C.parapisilosis, dokuz C.guilliermondii, bes tanimlanamayan Candida cinsi)
multipleks PCR ydntemi uygulamislar, kiltlir sonuglariyla multipleks PCR’In
uyumlu oldugunu belirtmiglerdir. Kiltlr ile saptayamadiklari bes susun ikisini
multipleks PCR teknigi ile C.guilliermondii ve C.krusei, birini C.zeylanoides

olarak idantifiye etmiglerdir (31).

Chang ve arkadaslari kan klltirinden multipleks PCR yéntemi ile iki gift
primer kullanarak C.glabrata (482 ve 483bp), C.guilliermondii (248bp),
C.parapsilosis (229bp), C.albicans (218 veya 219 ve 110bp), C.tropicalis (218
bp), C.neoformans (201bp) ve C.krusei'yi (182bp) tanimlamislar duyarlih@in
%96,9, 6zgulligln ise %87,5 oldugunu bildirmiglerdir (18).

Luo ve arkadaglan ise ‘multipleks PCR’ ydntemi ile iki ayri panel altinda
primer cifti kullanarak A.fumigatus (385bp), C.albicans (273bp), C.glabrata
(423bp), C.parapsilosis (320ve 300bp), C.tropicalis (357bp) ve C.neoformans’i
(136bp) saptamiglardir (59).

Molekller y6ntemlerin  uygulandigi  ¢alismalardan anlasildigi  gibi,
aragtiricilar mantara ait genetik materyeli saptamak igin var olan cesitli
yontemlerden, kendi kosullarina uygun olanlarini yeglemiglerdir. Bu ¢alismada,
DNA’nin saptanmasi amaci ile fenol kloroform izoamilalkol ve Loeffler'in (56)
calismasinda belirtilen ticari DNA ekstraksiyon kiti kullanilmig, her iki
ekstraksiyon yoéntemi Kkarsilastinldiginda aralarinda uyumsuzluk olmadigi

g6rulmustar.

Galismada yer alan 50 immunsupressif hasta 6rneginin 17’sinde (%34)
kiltirel ydntemler ile olumlu sonu¢ alinmig [16 C.albicans (%32),bir

C.parapsilosis (%2)], 33 (%66) drnekte Greme olmamistir.

Klinik 6rneklerin 14’G kan oldugu icin mikroskopi ve kultar uyumu 36 6rnek
Uzerinden degerlendirilerek yapilmistir. Alti (%16,6) 6rnegin mikroskopisi
olumsuz, kilttrd olumlu; yedi (%19,4) drnegin ise mikroskopi ve kiltlr sonuglari
olumlu bulunmustur. Mikroskopisi olumlu, kiltart olumsuz sus saptanmamig, 23

(%63,8) drnegin mikroskopi ve kultlr sonuglari olumsuz yanit vermistir.
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Sadece mikroskopi veya kultirin mikolojik tanida yetersiz ve birlikteligin
zorunlu oldugu, diger bircok calismada oldugu gibi bu ¢alisma sonugclari ile de

bir kez daha yinelenmistir.

Calismada ITS1, ITS2, ITS3, ITS4, 5,8S rDNA ve 28S rDNA bdlgelerinden
cogaltilan genel ve tlre 6zgl primerlerin kullaniimasi sonucunda mantarlara
6zglu genel primer ile (550bp)’de, tlre 6zgu primerlerin kullaniimasi ile:
C.albicans (273bp), C.parapsilosis (320bp), C.glabrata (423bp), C.tropicalis
(357bp), A.fumigatus (385bp) ve C.neoformans (136bp)’'de bant saptanmistir.

Bu sonuglarin Luo ve arkadaslarinin(59) verileri ile benzer oldugu gértlmustar.

Genel primerler ile yapilan PCR testi sonucunda incelenen tim Kklinik
Orneklerin 27’sinde (%54) mantar DNA'’s1 gbzlemlenmisg, 13 (%36,1) klinik 6rnek
(kan disinda kalan) mikroskopik olarak incelendiginde mantar elemanlari
gérulmemis, kdltir ve PCR test sonuglar olumsuz bulunmustur. Kuilttrleri
olumlu bulunan 17(%34) érnegin timintn mantar DNA’sI icerdigi belirlenmigtir.
10 (%20) klinik 6rnek Kkdlttrel yéntemler ile olumsuz, PCR ile olumlu sonug
vermig; kultdr sonucu olumlu, PCR’I olumsuz &érnek gdérilmemigstir. 23 (%46)
klinik 6rnek; gerek kultirel gerekse PCR test ybntemi ile olumsuz yanit

vermistir.

Kan digindaki yedi (%19,4) 6rnegin mikroskopi, kiltir ve PCR sonuglari
olumlu bulunmus; 16 (%44,4) 6rnedin mikroskopisi olumsuz ve PCR test
sonucu olumlu olarak saptanmistir. Orneklerden altisinin (%16,6) mikroskopisi
olumsuz, kiltir ve PCR sonuglari olumlu bulunmustur. Mikroskopi ve KkultlrG

olumlu, PCR test sonucu olumsuz 6rnek goériimemistir.

Mantar DNA’sI olumlu olan érneklere tire 6zgl multipleks PCR y&ntemi
uygulandiginda saptanan mantarlarin 24’Gnin (%88,8) C.albicans, ikisinin
(%7,4) C.parapsilosis, birinin (%3,7) C.neoformans oldugu belirlenmistir.
idantifiye edilen mayalar siklik sirasina gére incelendiginde; C.albicans’in
%88,8 ile ilk sirayr aldigi gértlmustir.C.albicans’in infeksiyon etkeni olarak

oncelikli saptanmasi literatur bilgileri ile uyumludur.



74

incelenen 24 bronkoalveoler lavaj sivisi (BAL) 6rneginin yedisinde (%29,1)
dogrudan mikroskopik inceleme sonucunda mantar elemanlari tespit edilmigtir.
12 (%50) 6rnegdin kiltiriinde C.albicans izole edilmig, 12 (%50) dérnekte ise
ureme olmamistir. Genel primer ile yapilan PCR sonucunda érneklerin 17’sinde
[(%70,8) besinin kiltirid olumsuz] mantar DNA’si saptanirken, tire 6zgul
multipleks PCR sonuclarina gére DNA’larin tamaminin C.albicans oldugu

belirlenmistir.

Kiltdrhd yapilan 14 kan 6rneginin, Uglnde (%21,4) C.albicans, birinde
(%7,1) C.parapsilosis olmak Uzere dérdinde (%28,5) treme olmustur. Genel
primer ile yapilan PCR testi sonucunda kultirleri olumlu bulunan &rneklerin
timuinden mantar DNA’sI saptanmig (%28,5), kilttrleri olumsuz olan érneklerde
PCR testi ile olumsuz yanit alinmistir (%71,5). Ture 6zgl multipleks PCR test
sonuglarina gbére mantarlarin ¢l (%21,4) C.albicans, biri de (%7,1)
C.parapsilosis olarak belirlenmistir. Bu sonuglar kudltirel ve molekuller

yéntemlerin uyumlu oldugunu gdéstermigtir.

incelenen bes periton diyaliz, dort plevra ve birer perikard, beyin omurilik
sivilarinin kiltdrleri steril kalmis, dogrudan mikroskopik incelendiklerinde mantar
elemanlarina rastlanmamistir. idrar 6rneginin  mikroskopik incelenmesinde

mantar elemanlari gérilmemis, kiltiriinden C.albicans izole edilmigtir.

Genel primerler ile yapilan PCR sonucuna goére bes periton diyaliz sivisi
O6rneginin dordu (%80), birer idrar ve beyin omurilik sivisi érneginde mantar
DNA’sI saptanmistir. Tlre 6zgl multipleks PCR sonuglarina gére ise periton
diyaliz sivisi Orneklerinin Gglnde (%60) C.albicans, birinde C.parapsilosis
(%20); idrar 6rneginde C.albicans ve beyin omurilik sivisinda C.neoformans’a
ait DNA’lar bulunmustur. Calisma sonuglari, konu ile ilgili diger arastiricilarin da
belirttigi gibi “molekller ydéntemlerin kiltire kiyasla daha fazla olumluluk
belirleyip, duyarl oldugu” savi ile uyumluluk géstermektedir. Bu calismada
saptanmis olan %100 duyarlihk oraninin Skladny ve Hayette'in verileri ile
tamamen; >%90 deger bildiren Li ve Chang’in sonugclari ile de yiksek oranda

benzer oldugu; 6zgullik oraninin (%69,7) ise Hayette, Skladny ve Chang
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tarafindan bildirilen %96, % 89 ve %87,5’dan daha disuk oldugu goérilmustir
(18,37,54,74).

10 klinik 6rnek (bes bronkoalveoler lavaj, dort periton diyaliz ve bir beyin
omurilik sivisi) hastalarin antifungal ile tedavi edildigi ddnemde alinmis, onunun
da kalttrleri ve mikroskopi sonucu olumsuz kalirken, PCR testi ile tim0 olumlu
olarak saptanmistir. Bu sonuc¢ sistemik mikozlu hastalarin erken tedaviye
alinmalari agisindan molekiler testlerin ne denli 6nemli oldugunu
gostermektedir. Calisma sonuclarinda molekiler yéntemlerin, gerek mikroskopi
ve kultdrin olumsuz olarak saptandigi kosullarda, gerekse kisa silrede yanit
alinabilmesi nedeni ile geleneksel ydntemler ile kiyaslandiginda biyik tstinlik
sagladigr gbérilmektedir.

Sonuglar:

1. Mantar DNA’sini elde etmek icin klasik fenol kloroform izoamilalkol ve
DNA ekstraksiyon kiti kullaniimig, iki ekstraksiyon ydntemi arasinda
blylk bir fark olmadigr gérilmus, sadece fenol kloroform izoamil alkol
yonteminde bir érnekte (BAL) kit ile elde edilemeyen mantar DNA’si
saptanmigtir. Ticari kit ile DNA’nin elde edilmesi 6-7 saatte
tamamlanirken, bu sire fenol kloroform izoamilalkol yénteminde yaklasik
9-10 saat olarak belirlenmistir. Calismada DNA ekstraksiyonu igin
arastirmacilarin kullandigi (56) gibi lizozim enzimi kullaniimigtir. Ancak
deneyler sonucunda enzim ile islem gbéren o6rneklerin arastiricilarin
bildirdigi (lizozim igin 37°C’de 30 dakika, proteinaz K igin 55°C’de 15
dakika) inklibasyon sireleri uzatildiginda (lizozim i¢in 37°C’de 2 saat,
proteinaz K icin 56°C’de 4 saat) daha iyi sonuglar alindigi

gbzlemlenmisgtir.

2. C.albicans referans susu (ATCC 10231)'nun 10 katl sulandirimlarinin
SDA'da 24 saatlik kiiltirleri sonucunda 10*e kadar treme gérillmesine
ragmen, gerek fenol kloroform izoamilalkol yéntemiyle gerekse ticari kit
ile DNA ekstraksiyonu ve ardindan yapilan PCR testi sonucunda her iki
izolasyon yénteminde de 10®e kadar mantar DNA’sI saptanabilmistir.

Bu sonuglara dayanarak mantarlarin hicre duvarlarinin  kalinhgi,



76

kapsulli tlrlerinin ve sporlarinin bulunmasi genetik materyallerinin
saptanmasinda  sorun  olusturdugundan, mantar  DNA’larinin
ekstraksiyonu igcin daha hassas ydntemlerin geligtiriimesi bir zorunluluk

gibi goérulmektedir.

. Mikroskopi, kiltir ve PCR olumlu yedi (%19.4); mikroskopi olumsuz,
PCR olumlu 16 (%44.4), mikroskopi olumsuz kulltir ve PCR olumlu alti
(%16),6rnek saptanmistir. Hicbir 6rnegin PCR’I olumsuz kuiltir ve

mikroskopisi olumlu bulunmamistir.

Luo ve arkadaslari(59), multipleks PCR protokolinin uygulanmasinda
altr maya tirin0 (A.fumigatus, C.albicans, C.neoformans ve C.glabrata,
C.tropicalis, C.parapsilosis) iki grup olarak kullanmigtir. Ancak
arastiricinin énerdigi protokol uygulandiginda yalanci bantlar géruldagu
icin, bu calismada multipleks PCR protokoll (C.tropicalis, C.parapsilosis
ve C.tropicalis, C.albicans, C.neoformans) modifiye edilerek

uygulanmisgtir.

. 50 immunsupressif hastaya ait klinik &6rneklerin 27 (%54)’sinde
multipleks PCR yéntemi ile, 17(%34)’sinde de kdltirel yéntemler ile

olumlu yanit alinmistir.

. Anamnezlerinde 0&rneklerin gonderildigi dénemde antifungal tedavi
altinda olduklari belirtilen ve bu nedenden dolayr kultirel ydntem
sonuglarinin  olumsuz oldugu dusdndlen 10(%20) hastanin  tomu

multipleks PCR testi ile olumlu yanit vermigtir.

. Galismada Kappa istatistiksel analiz testi yardimi ile kiltir PCR uyumu
0,61(p<0,001), mikroskopi PCR uyumu ise 0,24 (p<0,001) olarak
saptanmigtir (3).

. Uygulanan PCR yénteminin duyarhhigi %100, 6zgulliglu ise %69,7

olarak belirlenmigtir.
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Tibbi 6nemi olan mantarlarin izolasyon ve idantifikasyonlarinda geleneksel
yontemler (mikroskopi, kdltlr) halen altin standart olmalarina ragmen, bazi
kosullarda; etken olabilen mantar; gi¢ ve/veya gec¢ (rediginde, izole
edilemediginde veya Uretilen mantarlarin idantifikasyonu benzer morfolojik ve
biyokimyasal Ozelliklerinden dolay1 zorluk gdOsteriyor ya da yapilamiyorsa

laboratuvarlarda molekiler tani ydntemlerine gereksinim duyulur.

Genellikle; vicut direnci disik, immunsipressif, hastanede yatarak tedavi
goren hastalar ileri donemlerinde infeksiyona yakalandiklarindan ve bu grupta
yer alan hastalarda mortalite riski yiksek oldugundan genellikle klinik tani esas
alinarak etken saptanmadan hemen antifungal tedaviye baglanmaktadir.
Antifungal etkisi altindaki klinik érneklerden mikroskopi ve kiltirel yéntemlerle
tanimlama hemen hemen olanaksizdir. Bu dénemde molekuler yontemler ile
genetik materyalin kisa zamanda saptanabilmesi hastanin yasami agisindan
son derece dnemlidir. Ancak bazi ¢alismalarda disik olarak bildirilen yalanci

olumluluk ve olumsuzluk oranlarinin da gézardi edilmemesi gerekir.

Akademik ortamlarda 6zgin bir DNA parcasinin bol miktarda eldesi ve
molekuler analizini yapma ¢alismalar ginimuz teknolojisinde bir¢ok arastirma
ve arastirmaciyr ybnlendirme agisindan da oldukca 6nemlidir. Geleneksel
yontemler ile kiyaslandiginda daha pahali olmasi nedeni ile molekiler
yontemler 6zellikle ekonomisi yeterince gugli olmayan Ulkelerde mikolojiyi de
iceren klinik mikrobiyoloji alaninda rutin uygulamalardan ziyade dogrulama veya
kapsamli inceleme amaci ile ancak referans laboratuvarlarinda uzman Kkigiler
tarafindan calisiimaktadir. Uygulamada tercih edilmesi gereken testler, kullanim
sirasi ve sekilleri Ulkelerin kosullari gdéz énlne alinarak belirlenmelidir. Ayrica
mikroskopi ve kultrel ydntemler ile ¢ézimlenebilecek olgularda molekuller
yontemlerin uygulanmasi laboratuvar ve hastaya ayri bir yik getirmesi nedeni

ile de gereksiz ve anlamsizdir.

Bu nedenle ydntemlerin uygulanis sirasina dikkat edilmeli, gerekli testler
gerekli zamanlarda yapilmali, higbiri bir diderinin yerine kullanilmamahdir.
Oncelikli olarak geleneksel ydntemler, gerektiginde molekiller testlerin
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uygulanmasi ve sonuglarin klinik, histopatolojik, gérintileme ydntemleri ile
birlestirilip dogru yorumlanabilmesi, 6zellikle vurgulanmasi gereken kurallar

olmalidir.
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