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OZET
SISTEMIK KANDIDEMIi ETKENI Candida albicans SUSLARININ
MOLEKULER YONTEMLERLE TiPLENDIRILMESI VE SAP4 GENi
VARLIGININ ARASTIRILMASI
Kemal BILGIN, Doktora

Son yillarda mantarlara bagli enfeksiyonlarda ciddi artis dikkati ¢ekmektedir.
Ozellikle C. albicans sahip oldugu viriilans faktorleri sayesinde en sik karsilastigimiz
enfeksiyon etkenlerindendir. Ayrica, C. albicans 6nemli bir hastane enfeksiyonu etkeni
olarak, morbidite ve mortalite artisina neden olabilmektedir. Bu nedenle hastanemizden
izole edilen C. albicans suslarinin dogru tanimlanabilmesi, molekiiler genotiplendirme
yontemleriyle hastanemizdeki yayilimlarinin takip edilmesi ve viriilans faktorlerinin
incelenmesi 6nem arz etmektedir.

Bu calismada; Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde yatan
hastalarin kan 6rneklerinden izole edilen C. albicans suslarinin molekiiler yontemler
kullanilarak tiplendirilmesi ve bu mikroorganizmalarin viriilansinda 6énemli bir rolii olan
Salgisal Aspartil Proteinaz 4 (SAP4) gen bolgesi varliginin arastirilmasi amaglanmustir.

Calismaya hastanemizin c¢esitli servislerinden, laboratuarimiza gonderilen kan
kiiltiirlerinden izole edilmis 50 C. albicans susu dahil edildi. Izolatlar fenotipik ve
genotipik olarak tanimlandi. Calismaya dahil edilen hastalarin epidemiyolojik bilgileri
ve enfeksiyon olusumuna neden olabilecek risk faktorleri arastirildi. Suslarin molekiiler
tiplendirilebilmesi i¢in Arbitrarily Primed Polimeraz Zincir Reaksiyonu (AP-PZR) ve
Pulsed Field Gel Elektroforezi (PFGE) yontemleri kullanildi. Ayrica C. albicans igin bir
viriilans faktorii olan SAP4 gen varligi PZR yontemi ile aragtirild.

Caligmaya alinan 50 C. albicans izolati, AP-PZR yontemi ile 26, PFGE yontemi
ile 41 genotipe ayrilmistir ve 50 izolatin 49’unda SAP4 geni varligi tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak hastanemizde kandan izole edilen C. albicans izolatlarinin
kiimelendigi baskin genotipler tespit edilmemistir. Bazi hastalarda ekzojen bulas
olabilecegi goriilse de hastalarin 6nemli bir kisminda enfeksiyonun endojen kaynakli
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ayrica izolatlarin %98’inde SAP4 geni tespit edilmistir ve
bu gen bolgesinin kan izolatlarinda 6nemli oranda bulundugu gosterilmistir.

Ondokuz Mayis Universitesi Samsun, Agustos-2011



ABSTRACT
TYPING OF SYSTEMICAL CANDIDEMIA AGENTS OF Candida albicans
ISOLATES BY MOLECULAR METHODS AND INVESTIGATION OF SAP4
GENE PRESENCE
Kemal BILGIN, Doctoral

In recent years increasing infections due to the fungus draw attention.
Especially, C. albicans is one the most freuquent infectious agent with its virulance
factors. Furthermore, C. albicans is a nasocomial infection agent because of this it can
lead an increase in the mortality and morbidity. Therefore, correct identification of C.
albicans strains in our hospital and following distrubition of these strains by moleculer
genotyping and investigating their virulance factors get importance.

In this study; it is aimed to genotype C. albicans strains that isolated from blood
cultures of hospitalised patients in Ondokuz Mayis University Medicine School
Hospital by molecular methods and to investigate one of the most important virulance
factor Secreted Aspartyl Proteinases (SAP4) .

Our study included 50 C. albicans strains that isolated in our laboratory from
blood cultures of patients from different clinics. The isolates were identified both
phenotypically and genotypically. Epidemiological datas and predisposing factors for
infection were also evaluated for patients included our study. Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE) and Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction (AP-PCR)
methods were used for molecular genotyping of strains. Furthermore, SAP4 a virulance
factor for C. albicans was investigated by PCR.

The 50 C. albicans isolates included in our study were separated to 26 genotype
by AP-PCR, 41 genotype by PFGE and SAP4 was detected in 49 of 50 isolates.

In conclusion, it was not detected any dominant genotype clusture of C. albicans
isolates that isolated from blood culture in our hospital. It was thought that source of
infection is endogeneous in most of the patients, may be some of them exogenous. In
addition, SAP4 gene were detected in 98% of isolates and was indicated that this gene

region has significant proportion in bloodstream infections.

University of Ondokuz Mayis Samsun, August-2011



SIMGELER VE KISALTMALAR
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RT-PZR; Geri (Revers) transkripsiyon PZR

SAP; Salgisal aspartil proteinazlar

SDA; Sadouraud dekstroz agar

SDS; Sodium dodecyl sulfate

SF; Serum fizyolojik

SPSS; Statistical Package for the Social Sciences

UPGMA,; Unweighted pair group method with mathematical averaging
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GIRIS

Son 20-30 yillik siire i¢inde tibbi teknolojideki ilerlemeler ile birlikte kritik
hastalarin yasam siiresinin uzamasi, immiin sistemi baskilayici ilaglarin daha yogun ve
uzun siire kullanilmas1 ve genis spektrumlu antibiyotiklerin akilc1 kullanilmamasi gibi
nedenlerle invaziv mikozlarla daha sik karsilasilir hale gelinmistir (Yildiran, 2004;
Akalin, 2008).

Yaklagik 150 mantar tiiriniin insanlarda hastalik olusturdugu bilinmekle
beraber, firsat¢1 patojen mantarlar iginde Candida tiirleri en sik karsilasilan gruptur. Son
yillarda, Candida’ya bagl kan dolasimi enfeksiyonu sikligi tiim yas gruplarinda siirekli
bir artis gostermistir (Yildiran, 2004; Tiimbay, 2010). Candida tiirleri i¢inde Candida
albicans (C. albicans) klinik 6rneklerden en sik izole edilen tiirdiir ve kan dolagimi
enfeksiyonlarmin %50-70’ini olusturur (Yildiran, 2004; Tiimbay, 2010).

Candida enfeksiyonlar agisindan; kan ve kemik iligi transplantasyonu olanlar,
solid organ transplantasyonu ve biiylik cerrahi gegcirenler, AIDS’liler, neoplastik
hastalig1 bulunanlar, immiinsiipresiv kemoterapi alanlar, u¢ yaslarda olanlar (1 yasindan
kiiglik 60 yasindan biiyiik), prematiire doganlar ve uziin siire hastanede kalanlar yiiksek
risk altindaki gruplardir (Forbes ve ark., 2007; Tiimbay, 2010).

Candida tiirleri arasinda, C. albicans birgok enfeksiyon tipinde baskin bir rol
oynamaktadir (Tiimbay, 2010). Hastalik etkeni olarak sik goriilme nedeni, normal
florada yiiksek prevalans gostermesinin yani sira bazi viriilans faktorlerine de sahip
olmasidir (Cerikgioglu, 2008; Tiimbay, 2009). C. albicans’in en 6nemli viriilans
faktorlerinden biri olan salgisal aspartil proteinazlar (SAP) 10 SAP geni tarafindan
kodlanir. Salgisal aspartil proteinazlardan, SAP4’iin olusturdugu hidrolitik enzimler
sistemik enfeksiyonlarda etki gosterir (Naglik ve ark., 2003; Lian ve Liu, 2007; Costa
ve ark., 2009).

C. albicans hem endojen hem ekzojen enfeksiyonlara yol agabilen bir
mikroorganizmadir. Enfeksiyon kaynaginin endojen yada ekzojen  oldugunun
belirlenmesi, epidemiyolojisini anlamada ve dnlemede en onemli basamaktir. Bunun
yapilabilmesi i¢in suslarin tiplendirilmesine gerek duyulmaktadir (Ener, 1999; Tiimbay,
2009).



Tiplendirmede kullanilacak yontemler test edilen suslardan kesin sonuglar
cikartabilmeli, yer ve zaman bagimliligi olmaksizin her g¢alismada ayni sonuglari
verebilmeli ve epidemiyolojik olarak ilgisiz suslar1 belirleyebilmelidir (Koksal, 1999).
Suslarin tiplendirilmesinde fenotipik ya da molekiiler birgok yontemden yararlanilabilir.
Son yillarda yaygin kullanilmaya baslanan molekiiler tiplendirme yontemleri, 6zellikle
Candida tiirleri basta olmak iizere mantarlar i¢in de uygulanabilir (Ener, 1999).

En ¢ok kullanilan molekiiler tiplendirme yoOntemleri; pulsed field gel
electrophoresis (PFGE), polimeraz zincir reaksiyon-restriction fragment length
polymorphism (PZR-RFLP), repetitive extragenic palindromic element-PZR (REP-
PZR), arbitrarily primed PZR (AP-PZR), amplified fragment length polymorphism
(AFLP) ve dizi analizi seklinde siralanabilir (Koksal, 1999; Durmaz, 2001).

Gilintimiizdeki en basit ve en yaygin DNA temelli alt tiplendirme yontemi olarak
bilinen AP-PZR, niikleotid dizilimi rasgele secilmis primerler kullanilarak yapilan
polimeraz zincir reaksiyonudur. Bu yontemde, bilinen 06zgiil bir DNA bdlgesini
cogaltmak yerine bir¢ok bolge c¢ogaltilmaktadir (Yagei, 2001; Ari, 2004; Dolapgi,
2006). Bu sayede meydana gelecek olan farkli bant profilleri ¢alisilan suslarin
epidemiyolojik olarak iliskili olup olmadiklarini ortaya koymaktadir (Yagci, 2001).

Ayrim giicli oldukca yliksek olmakla birlikte, zaman alici ve kompleks bir
sistem olan PFGE, geleneksel elektroforez ile ayrilamayan kromozomlari veya biiyiik
DNA pargalarint elektroforez ile ayirmayr saglar. Bu yontemde, diigik erime 1sili
agaroza gomiilen DNA parcalari, periyodik olarak degisen yonlerde elektrik alanina tabi
tutularak birbirlerinde ayrilmalart saglanir (Durmaz ve Durmaz, 2001; Tiimbay, 2009;
Wu ve Della-Latta, 2010).

Molekiiler tiplendirmenin temel hedefleri, hastane ortami gibi epidemiyolojik
inceleme alanlarinda mevcut olan klonlarin tanimlanmasi, genomik degisikliklerin
izlenmesi ve mikroorganizmalarin patojenitesine neden olan faktorlerin aydinlatilmasi
seklinde ifade edilmektedir (Saragli, 2008). Hastane enfeksiyonlarina bagli olarak
morbidite, mortalite ve tedavi maliyetlerinin artmasi, enfeksiyon kontrol stratejilerinin
uygulanmasin1 zorunlu hale getirmistir. Her merkezin kendi hasta profilini, hastane
florasin1 olusturan mikroorganizmalari, her boliimdeki hastane enfeksiyonu dagilimim
ve sikligin1 bilmesi, dogru stratejilerin gelistirilmesine imkan saglayacaktir (Sardan,

2008).



Bu baglamda hastanemizden izole edilen C. albicans suslarinin dogru
tanimlanabilmesi,  molekiiler  genotiplendirme  yontemleriyle  hastanemizdeki
yayilimlarinin takip edilmesi ve viriilans faktorlerinin incelenmesi 6nem arz etmektedir.

Bu ¢alismanin amact; Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde
yatan hastalarin kan orneklerinden izole edilen C. albicans suslarinin molekiiler
yontemlerle tiir tayininin yapilmasi, PFGE ve AP-PZR yontemleri kullanilarak
molekiiler tiplendirilmesi ve bu mikroorganizmalarin viriilansinda énemli bir rolii olan

SAP4 gen bolgesi varliginin arastirilmasidir.



GENEL BIiLGILER

1. C. albicans’in GENEL OZELLIKLERI

Candida’lar ile ilgili bilgiler Hippocrates’e kadar uzanir. Pamuk¢ugun mantar
niteliginde bir etiyolojiye bagli oldugunu ilk olarak Berg 1841°de ve Bennet 1844°de
ortaya koymuslardir. Berg saglikli c¢ocuklara aft membranini aktararak onlarda
pamukcuk olusturmustur. Robin 1853’de pamukgugun etkeninin sistemik enfeksiyonlar
da yapabilecegini gozlemlemistir. Bunu izleyen yillarda bir¢ok arastirici tarafindan deri
ve deri alt1 kandidozlari, sistemik kandidozlar, hematojen yayilma, bagirsak ve merkezi
sinir sistemi kandidozlari bulunmustur. C. albicans’in adlandirilmasi da uzun ve karigik
evrelerden gegmis ve bu mayaya ilk olarak Robin tarafindan Oidium albicans adi
verilmistir (Erbakan, 1989).

Gilinimiizde Candida’larin  taksonomik  siniflandirilmasi  su  sekilde

yapilmaktadir (Forbes ve ark., 2007).

Subdivision: Deuteromycotina

Class: Blastomycetes

Order: Cryptococcales

Genus: Candida

Candida’larin kabul edilmis 200’tin {izerinde tiiri bulundugu bilinmektedir
(Tinger ve ark., 2005; Tumbay, 2009). C. albicans klinik 6rneklerden en sik izole
edilen tiir olup, mukozaya ait kokenlerin %90-100’lini ve kan dolasimi enfeksiyonu
kokenlerinin ise %50-70’ini olusturur (Tinger ve ark., 2005; Tiimbay, 2010). Tibbi
onemi olan diger tiirler; C. parapsilosis, C. glabrata, C. guilliermondii, C. tropicalis, C.
krusei, C. kefyr, C. dubliniensis, C. lipolytica, C. lusitaniae, C. catenulata, C. ciferrii, C.
famata, C. haemulonii, C. norvegensis, C. pulcherrima, C. rugosa, C. utilis, C.
viswanathii, C. zeylanoides seklinde siralanabilir (Ttimbay, 1999; Tiinger ve ark., 2005;
Tiimbay, 2009).

Germ tiip testi ve klamidosporlarin goriilmesi gibi morfolojik o6zellikler C.
albicans’in diger Candida tiirlerinden ayirt edilebilmesinde yardimci olur (Tiimbay,
1999; Cerik¢ioglu, 2008; Timbay, 2009). Ancak istisnai olarak C. dubliniensis
fenotipik ozellikleri C. albicans’a benzeyen ve kesin ayirimi molekiiler yontemlerle

miimkiin olabilen bir Candida tiiriidiir (Arikan, 2003; lwen, 2007).



Candida tiirleri yaygin goriilen mayalar olup birgok bitki {izerinde, memelilerin
sindirim kanali normal florasinda ve insanin mukoza ve derisinde bulunur. Insan
gastrointestinal kanalindan en sik izole edilen tir C. albicans’tir (Timbay, 2009).
Saglikli kisilerin %25-50’sinin normal agiz florasinin bir pargasi olarak Candida’y1
tasidiklar1 ve kokenlerin %70-80’inin C. albicans oldugu tahmin edilmektedir (Tiimbay,
2010).

Candida cinsi i¢indeki mayalarin makroskopik 6zellikleri farklilik géstermez.
Hepsi, 25-37°C’de 2-3 giinde Sadouraud dekstroz agarda (SDA) 2-3 mm ¢apinda, beyaz
veya krem renginde, diizgiin yiizeyli koloniler olustururlar (Cerik¢ioglu, 2008; Tiimbay,
2010). C. albicans igin 37°C optimal iireme 1sisidir. Cogalma hizlar1 ortama gore
degismekle birlikte C. albicans i¢in 1 saatten daha kisa bir siiredir (Cerikgioglu, 2008).

Klinik 6rneklerde ve kiiltiirlerinde Candida tiirleri 3-6 pm biiyiikliigiinde oval
veya yuvarlagimsi, tomurcuklanan hiicreler (blastokonidiyum) olarak goriiliirler. Ayrica
yalanct hif (psddohif) de olustururlar. Candida tiirleri arasinda C. albicans
blastokonidiyum ve yalanci hif yaninda gercek hifler de olusturarak dimorfik 6zellik
gosterir (Timbay, 1999).

C. albicans’in A ve B olarak adlandirilan iki serotipi vardir ve bunlar bagisikligi
saglam bireylerde yaklasik olarak esit dagilim gosterirler. Ancak bagisikligr bozulmus
hastalarda serotip B’nin prevalansi daha yiiksektir (Tiimbay, 2009).

Hiicre duvarinin en temel komponentleri; karbonhidratlar (%80-90), proteinler
(%5-15) ve lipidlerdir (%2-5). Karbonhidratlarin ise %20-30’u mannoproteinler, %50-
60’1 b-glukanlar, %0.6-9’u kitinden olusur (Cerik¢ioglu, 2008).

2. C. albicans’m PATOGENEZI

Candida’lar viicut, deri yiizeyi, agiz mukozasi, bagirsak limeni ve vajina
mukozasinda diizenli ve yaygin olarak bulunan firsat¢i patojen mikroorganizmalardir
(Erbakan, 1989).

Normal florada bulunan Candida tiirleri, bir hastalik veya tedavi girisimleri
nedeniyle bagisiklik savunmasi bozuk hastalarda, dokular: istila ederek yasami tehdit

eden patolojilere yol agabilirler (Tiimbay, 2009).



Kandidozun gelismesinde bazi predispozan faktorlerin varligi s6z konusudur.
Enfeksiyonun gelisimine yol acan bu hazirlayic1 faktorler Tablo 1’de goriilmektedir

(Timbay, 1999; Tiimbay, 2010).

Tablo 1. Kandidozlarda predispozan faktorler

e Antimikrobiyal ilaglar

e Kemoterapi

e Hematolojik/Solid organ malinitesi
e Onceden var olan kolonizasyon

e Kalici kateter

e Total parenteral beslenme

e Notropeni (Lokosit <500/mm?®)

e Genis cerrahi veya yaniklar

e Solunum destegi

e Hastanede veya yogun bakim iinitesinde kalma
e Hemodiyaliz, periton diyaliz

e Kotii beslenme

e HIV enfeksiyonu

e Ug yaslar

Insanda enfeksiyon yapabilen gesitli Candida tiirleri arasinda, C. albicans birgok
enfeksiyon tipinde baskin bir rol oynamaktadir (Tiimbay, 2010). Hastalik etkeni olarak
stk goriilme nedeni, normal florada yiiksek prevalans gdstermesinin yani sira bazi
onemli virlilans faktorlerine de sahip olmasidir. Bu viriilans faktorleri; kan
dolagimindan dokuya gectiginde oldukca hizli bir sekilde iiremesi, proteaz olusturmasi,
hiicre dis1 matriks proteinlerine yapismay1 saglayan ylizey integrin-benzeri molekiiller,
kompleman proteinini baglayici bir reseptor, fenotipik degisiklik, yiizey varyasyonu ve
fosfolipaz aktivitesine sahip hidrolitik enzimlerin {iretilmesi olarak siralanabilir

(Cerikgioglu, 2008; Tiimbay, 2009).



Kandidozlar, ylizeyel ve derin infeksiyonlar olarak iki grupta incelenebilirler.
Yiizeyel kandidozlar deri ve mukozalarin, derin kandidozlar ise i¢ organ ve sistemlerin
infeksiyonlaridir (Tiimbay, 1999).

Kandidemi; en az bir kan kiiltiirinde Candida iiremesi olarak tanimlanabilir
(lwen, 2007). En sik rastlanan belirtisi yiiksek atestir (>38°C). Candida’ya bagh
mortalitenin %40 oldugunun belirlenmesi, kandideminin O6nemini gostermistir
(Cerik¢ioglu, 2008). Candida’larin hematojen yayilimi sonucu bir veya birden g¢ok
organ tutulumu gorilebilir (Iwen, 2007). Hematojen kandidoz, gastrointestinal veya
genitoiiriner kanaldan kaynaklanan endojen bir enfeksiyon olabilmekle birlikte, kalici
bir kateterin kontaminasyonu sonucu da olusabilir (Ttiimbay, 2010). Kandidemiye neden
olan risk faktorleri; cerrahi girisimler, intravendz kateterler, genis spektrumlu
antibiyotikler ve immun sistemin baskilanmis olmasi, olarak siralanabilir (Timbay,

1999; Iwen, 2007).

3. C. albicans’ta SALGISAL ASPARTIL PROTEINAZLAR (SAP)

C. albicans, salgisal aspartil proteinazlar, fosfolipaz B enzimi ve lipaz olmak
tizere 3 oOnemli ekstraseliiler hidrolitik enzim dretir (Naglik ve ark., 2003).
Proteinazlarin gorevi, enfeksiyon sirasinda besin saglamak i¢in konak proteinlerinin
parcalanmasi, immiinglobulinleri, kompleman sistem proteinlerini degrede ederek
konak diren¢ mekanizmalarindan kacinma ve adhezyon, invazyon, sirasinda konak
bariyerlerinin degradasyonunu saglamaktir (Abaci ve Haliki, 2004).

Salgisal aspartik proteazlar, 10 SAP geninden olusan bir gen ailesi tarafindan
kodlanir ve C. albicans’in en 6nemli virulans faktorlerinden birini olusturur (Naglik ve
ark., 2003; Abaci ve Haliki, 2004; Kalkanci ve ark., 2005; Costa ve ark., 2009). SAP1,
SAP2, SAP3 genlerinin yalnizca maya hiicrelerinde, SAP4, SAPS5, SAP6’nin ise hif
hiicrelerinde eksprese oldugu bilinmektedir (Yiicel ve Kantarcioglu, 2000).

Candida tiirleri iginde ekstraselliiler protein iireten tek tiir C. albicans degildir.
C. dubliniensis, C. tropicalis ve C. parapsilosis’in de i¢lerinde bulundugu patojen bir
cok Candida tiiriniin SAP genlerine sahip olduklar1 in vitro caligmalarla gosterilmistir.
Bunlardan C. tropicalis 4, C. parapsilesis en az 2, C. dubliniensis ise 7 farkli SAP
genine sahiptir (Naglik ve ark., 2003; Abac1 ve Haliki, 2004; Cerik¢ioglu, 2008).



3. 1. C. albicans SAP Gen Gruplar

C. albicans’in SAP gen ailesinin, amino asit sekans homolojilerine bakildiginda
ailenin 3 gruba ayrildig1 goriilmektedir. Bu gruplardan; SAP1, SAP2 ve SAP3 %67
uyumlu, SAP4, SAP5 ve SAP6 %89 uyumludur. SAP7 diger SAP proteinleri ile yalniz
%20-27 6zdes bulunmustur. Bunlarin yaninda SAP9 ve SAP10 iiglincli 6zdes grubu
olusturmaktadir (Naglik ve ark., 2003; Kalkanci ve ark., 2005).

3. 2. C. albicans Sap Proteinlerinin Biyokimyasal Ozellikleri

Salgisal aspartil proteinaz, kimyasal 6zelliklerinden dolay1 karboksil proteinaz
veya asit proteinaz isimlerini de alirlar (Cerik¢ioglu, 2008). Sapl — Sap10 proteinleri
35-50 kDa aras1 biiyiikliiktedir ve C. albicans’in ekstraseliiler proteolitik aktivitesinden
sorumludurlar. Farkli pH degerlerinde farkli proteinler eksprese olur. Sapl — Sap3 en
yiiksek aktivitelerini diisiik pH degerlerinde, Sap4 — Sap6 aktivitelerini yiiksek pH
degerlerinde gosterirler (Naglik ve ark., 2003).

3. 3. Salgisal Aspartil Proteinaz’lar ve C. albicans’in Patogenezi

Candida tiirlerinin ¢esitli enzimler salgilama yetenegi organizmanin
patojenitesini etkileyebilir. Baz1 Candida tiirleri, enfeksiyon savunmasinda gorev alan
proteinleri hidrolize eden aspartil proteinazlar salgilar ve béylece maya hiicreleri bag
dokusundaki bariyerleri yikar (Saracli, 2010).

Proteinaz; serum albumini, ovalbumin, hemoglobin, keratin, kollajen, laminin,
fibronektin, 1gA, 1gG’nin Fc kismi ve komplemanin C3 komponentini hidrolize ederek,
basta C. albicans olmak iizere Candida kokenlerinin dokularda invazyon olusturma
yeteneklerini artirict etki gostermektedir (Cerikgioglu, 2008).

C. albicans infeksiyon modeli sonuglarma gore SAP1-3 yiizeyel enfeksiyon
sirasinda eksprese edilirken, SAP4-6 genlerinin ekspresyonunun sistemik hastaliklar ile
baglantili oldugu bulunmustur (Abaci ve Haliki, 2004; Kalkanci ve ark., 2005; Lian ve
Liu, 2007).

SAP4-6 genleri makrofajlar ve noétrofillerin fagolizozomlar iginde C. albicans
tarafindan eksprese edilmekte ve bu sayede fagositik saldiriya direng gelistirerek
mayanin virulansin1 artirmaktadirlar. Bu nedenle SAP4-6 mutantlari makrofajlar

tarafindan fagositik 6ldiirmeye karsi ¢ok hassastir (Abaci ve Haliki, 2004).



4. C. albicans’m EPIDEMIYOLOJISi

Candida’lar dogada yaygin olarak bulunabilen mantarlardir. Bunlardan bir
boliimii insan ve hayvanlarda kommensal olarak bulunduklari gibi, bitkisel maddelerde
ve nemli topraklarda da yasamlarini siirdiirebilir hatta ¢ogalabilirler (Erbakan, 1989).

Yiyecekler, bitkiler, siselenmis sular ve meyve sularinda ¢evresel drnekler alinip
incelendiginde, bunlarin sasirtici sayida firsatg1 patojen olarak bilinen mayalari icerdigi
gorilmistiir. Bu gozlemler, bagisik yetmezlikli hastalarin, kendi mikrofloralarinda
bulunanlar disinda, siirekli olarak potansiyel patojen mayalarla temas ettiklerini
gostermektedir (Tiimbay, 2009).

C. albicans florada en sik bulunan tiir ve tiim kandidozlarda en sik goriilen
etkendir (Tambay, 1999; Fothergill, 2007). Candida enfeksiyonlarinin ¢ogu endojen
kaynakli olup, konagin normal kommensal florasindan koken alir. Belirli kandidoz
tiplerinin olusumunda Candida’nin ekzojen bulasi da rol oynayabilir (Tiimbay, 1999;
Timbay, 2010). Candida tiirlerine bagl nozokomiyal enfeksiyonlarin ortaya ¢ikisinda,
hastane personelinin ve kontamine materyalin 6nemli bir etken oldugu bilinmektedir
(Timbay, 1999; Cerikgioglu, 2008).

5. LABORATUVAR TANI
5. 1. Kiiltiir

Candida tiirlerinin primer izolasyonunda SDA, Mycosel veya Mycobiotic agar
gibi besiyerleri kullanilabilir (Yildiran, 1999; Winn ve ark., 2006).

Sistemik kandidozlarda Candida’larin tespit edilebilmesi i¢in BACTEC sistem
ve BacT/Alert gibi kan kiiltiirii sistemleri kullanilabilir (Forbes ve ark., 2007; Iwen,
2007).

5. 2. Identifikasyon
5. 2. 1. Germ Tiip Testi

Germ tiip testi cabuk, kolay ve ucuz bir testtir. Candida suslari insan veya tavsan
serumu igeren tiiplerde 2 saat 37°C’de bekletilerek germ tiip olusumu ydniinden
incelenebilir. Maya hiicresinden direkt ve kisa bir hif baslangici seklinde, septumlarinda
bogumlanmasinin olmadigi germ tiipler olusturulur. C. albicans diger Candida
tiirlerinden farkli olarak germ tiip pozitiftir (Yildiran, 1999; Winn ve ark., 2006).



5. 2. 2. Mikroskobik Morfoloji

Candida’larin pseudohif, blastospor ve klamidospor iiretme &zelliklerinin
mikroskobik olarak degerlendirilmesi i¢in musir unlu (cornmeal)-Tween 80 agara ¢izgi
ekimi yapilarak iizeri lamelle kapatilir. 26-27°C’de 24-72 saat inkiibe edilir. Kapatilan
lamel ortamin oksijenini azaltarak, Tween 80 ise ylizey gerilimini diisiirerek
klamidospor ve pseudohif yapimini arttirir. C. albicans izolatlarinin biiyiik ¢ogunlugu
(>%90) karakteristik klamidosporlar olustururlar (Yildiran, 1999; Arikan, 2003; Winn
ve ark., 2006).

5. 2. 3. Biyokimyasal Ozellikler
Karbonhidrat asimilasyon testi

Mayalarin tiir diizeyine kadarki identifikasyonunda esas dayanak noktasi,
karbohidrat asimilasyon testidir. Bu test, bir mayanin oksijen varliginda belirli bir
karbohidrat1 tek karbon kaynagi olarak kullanabilme yetenegini dlger. Klasik olarak
mayalarin  karbonhidrat kullanma 6zellikleri Wickerham’in  asimilasyon ve
fermentasyon yontemleriyle incelenir. Klinik laboratuvarlarin ¢ogunda bu testlerin
yerini “APl 20 C, ID 32 C ve Uni-Yeast-Tek System” gibi hazir ticari test sistemler
almigtir (Y1ldiran,1999; Arikan, 2003; Tiimbay, 2009).

Kromojenik Besiyerleri

Koloni identifikasyonu, ekzoenzim aktivitesi sonrast parcalanan ¢esitli
substratlardan, farkli kromojenik yikim iiriinlerinin salinmasi temeline dayanmaktadir
(Timbay, 2009). CHROMagar Candida, birgok laboratuarda 6zellikle C. albicans ve
birka¢ farkli Candida tiiriiniin izolasyon ve identifikasyonu amaciyla kullanilmaktadir
(Winn ve ark., 2006; Fothergill, 2007). Giiniimiizde ticari olarak baska kromojenik
besiyerleri de bulunmaktadir. Burada identifikasyonlarin yaklasik oldugunun bilinmesi
onemlidir (Tiimbay, 2009).

5. 3. Kiiltiir Dis1 Tam1 Yontemleri
5. 3. 1. Serolojik Testler
Fungal serolojik testler genellikle fikir verici ya da kiiltiir ve histopatolojik

bulgular1 destekleyici 0Ozelliktedirler. Mantar enfeksiyonlarinda serolojik testlerin
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kullanim1 6zellikle Candida enfeksiyonlarinin tanisina yonelik olarak yogunlagmistir
(Cerik¢ioglu, 1999).

Derin kandidoz kuskusunda Candida antikor ve antijenini aramaya yonelik
serolojik testler kullanilmaktadir. Ancak bu testler, 6zgillik ve duyarhiliklar1 smirh
oldugundan dikkatle yorumlanmalidir. Presipitin testi ile mannan ve somatik antijenler
kullanilarak antikorlar aranir. Ancak tek bir test ile mukozadaki kolonizasyon veya
yiizeyel enfeksiyona bagli olarak olusmus antikorlar, derin kandidozdan olusmus
antikorlardan ayirt edilemezler (Tiimbay, 1999).

Ozellikle immunsuprese hastalarda presipitin testleri giivenilir sonug
vermediginden bu gibi hastalarda kanda dolasan C. albicans mannan antijeni aranabilir.
Hiicre duvar1 maddesi mannan derin kandidozlu hastalarin serumunda lateks partikiil
agliitinasyon testi ile diislik diizeyde saptanmaktadir. Ancak mannan dolasimdan hizla
uzaklastirildigindan, hastadan arka arkaya alinan ¢ok sayida kan oOrnegi ile testin
yenilenmesi gerekebilir (Tiimbay, 1999).

Candida mannanina karsi olusan antikoru saptayan testler, antijen seviyelerini
saptayan testlerle birlikte degerlendirildiginde maksimum diizeyde fayda saglanabilir.
Ciinkii hastaligin seyri sirasinda antikor ve antijen diizeyleri birbiri ile ters orantili

olabilir (Timbay, 2009).

5. 3. 2. Molekiiler Testler

Mikoloji laboratuarlarinda molekiiler yontemlerin kullanilma amaci; patojen
mantarin klinik 6rnekte (kan, doku, bronkoalveolar lavaj sivis1 ve diger viicut sivilar)
kiltiirii yapilmadan 6nce saptanmasi veya geleneksel yontemlerle kiiltiirde tiretilmis
olan mantarin hizli tanimlanmasidir (Saribas ve Arikan, 2006).

Giintimiizde klinik orneklerde mantara spesifik niikleik asitlerin direkt olarak
saptanmasi amaciyla polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) uygulamalari, mantar
enfeksiyonlarmin hizli tanisi i¢in biiyiik timit vermektedir (Saribas ve Arikan, 2006;
Timbay, 2009; Yildiran, 2010). Dolasimdaki Candida genomunun PZR ile
saptanabilmesinin yani sira tiir diizeyinde de tanimlama yapilabilmektedir (Cerik¢ioglu,
2008).

Mirhendi ve arkadaslar1 2006 yilinda yayinlamis olduklar1 bir ¢alismada, PZR

tirtinlerinin bir restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucu C. albicans, C. parapsilosis, C.
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glabrata, C. guilliermondii, C. tropicalis, C. krusei gibi patojen mayalarin tanisinin
yapilabildigi gosterilmistir (Mirhendi ve ark., 2006).
Bunlarin yaninda, 6zellikle “Real Time PCR” teknolojisindeki son gelismeler

timit verici gortinmektedir (Cerikgioglu, 2008; Yildiran, 2010).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu, spesifik bir DNA parcasinin kopyalarinin primerler
tarafindan yonlendirilerek, enzimatik olarak selektif amplifikasyonuna imkan veren in
vitro bir yontemdir (Koksal, 2001; Ar1, 2004).

PZR tibbi aragtirma alanlarinin birgogunda 6énemli kullanim imkani bulmustur.
Ozellikle mikrobiyolojide birgok mikroorganizmanin direkt tanisinda oldukga basari
saglamaktadir (Koksal, 2001). Klinik 6rneklerden PZR ile kisa siirelerde C. albicans’
tanimlayan yontemlerde gelistirilmistir (Uzun, 2002).

PZR’nin temel bilesenleri, hedef DNA molekiilii, DNA polimeraz enzimi,
primerler, dNTP karisimi, tampon ve MgCl, seklinde siralanabilir (Ar1, 2004; Kilig,
2009)

PZR temel olarak tekrarlayan ii¢ asamali bir dongi icerir, bunlar; i)
denatiirasyon, ii) primer baglanmasi (annealing), iii) uzama (extension) (Koksal, 2001;
Ar1, 2004; Dolapei, 2006). Her dongiiniin sonunda PZR iiriinleri teorik olarak iki katina
cikar. Boylece hedef dizi reaksiyon sonunda 2" (n=PZR siklus sayis1) sayida amplifiye
edilmis olacaktir (Dolapgi, 2006; Kilig, 2009).

Temel PZR gesitleri su sekilde siralanabilir; Hot-Start PZR, Multipleks PZR,
Nested PZR, Geri (Revers) Transkripsiyon PZR (RT-PZR), Broad-Range PZR,
Arbitrarily Primed PZR, Niceliksel (Kantitatif) PZR, Real-time PZR (Durmaz, 2001;
Ar1, 2004; Dolapgi, 2006).

6. C. albicans’in HASTANE ENFEKSIYONLARINDAKI YERI

Hastane enfeksiyonlar1 (nozokomiyal enfeksiyonlar), hastanin hastaneye yatis
nedeninin diginda gelisen, bagvuru aninda inkiibasyon doneminde olmayan ve kaynagini
hastaneden alan enfeksiyonlardir. Hastane enfeksiyonlari, hastalar hastanede yatarken

ortaya ¢ikabilecegi gibi (en erken hastaneye yattiktan 48-72 saat sonra) hastaneden
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taburcu olduktan sonra da (10 giin iginde) ortaya ¢ikabilir. (Erdem, 1999; Sardan, 2008;
Besirbellioglu, 2009).

Hastane enfeksiyonlari, ciddi morbidite ve mortaliteye yol acabilecedi gibi
hastanin hastanede yatis siliresinin uzamasina, maliyet artigina, isgiicii ve iiretkenlik
kaybina da neden olurlar (Ener, 1999; Sardan, 2008).

Hastane enfeksiyonlar1 kontrol programinin temelini siirveyans calismalari
olusturur. Belirli bir amaca yonelik olarak veri toplanmasi, toplanan verilerin bir araya
getirilerek yorumlanmasi ve sonuglarin ilgililere bildirilmesinden olusan siireg
stirveyans olarak isimlendirilir (Sardan, 2008).

Siirveyans sirasinda toplanmasi gereken en temel veriler; ad-soyad, yas, cinsiyet,
dosya numarasi, yattig1 servis, yatis tarihi, tan1 konulan tarih, enfeksiyonun yeri ve tiiri,
etken mikroorganizma, antibiyotik duyarlilik paterni seklinde siralanabilir (Sardan,
2008).

Mikrobiyoloji laboratuvart hem salginlarin tespitinde hem de rutin siirveyans
bilgilerinde kritik rol oynar. Bu laboratuvarlar kiiltiir, seroloji, antibiyogram ve PFGE
gibi yontemler kullanirlar (Taylor ve Manuselis, 2007).

Nozokomiyal enfeksiyonlar, enfeksiyon kaynagina bagli olarak iki genel
kategoride smiflandirilabilirler. 1. Ekzojen enfeksiyon; Cevre ve diger kisiler gibi
eksternal kaynakli mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlardir. II. Endojen
enfeksiyonlar; Kisinin kendi normal florasinin bir pargast olan mikroorganizmalarin
neden oldugu enfeksiyonlardir (Pelczar ve ark., 1993).

Endojen ya da ekzojen olsun bu enfeksiyonlarin kaynaginin belirlenmesi énlem
almada en Onemli basamak olup bunun igin suslarin tiplendirilmesine gerek
duyulmaktadir. Suglarin tiplendirilmesinde fenotipik ya da molekiiler metotlardan
yararlanilabilir.  Fenotipik yOntemler arasinda Dbiyotiplendirme (biyokimyasal
karakteristik analizi), antibiyogram (antimikrobiyal duyarliligin analizi) ve
serotiplendirme (serolojik analiz) sayilabilir, ancak bu yontemler laboratuvarlara asir
yik getiren, pratik yararliligi olmayacak kadar ge¢ sonu¢ veren ve dogrulugu Kesin
olmayan yontemlerdir. Son yillarda nozokomiyal bakteri patojenlerinin epidemiyolojik
caligmalarinda yaygin kullanilmaya baglanan molekiiler tiplendirme yontemleri,
ozellikle Candida tiirleri basta olmak iizere mantarlar i¢inde uygulanabilmekte ve

fenotipik yontemlerin yerini almaya baslamaktadir (Ener, 1999; Forbes ve ark., 2007).
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Tiplendirmede kullanilan fenotipik ve genotipik yoOntemlerin listesi Tablo 2’de

siralanmigtir (Durmaz, 2001).

Tablo 2. Alt-tiplemede kullanilan yontemler

Fenotipik yontemler

e Antibiyotik duyarlilik testi

Biyotipleme
e Serotipleme
e Bakteriyosin tipleme
e Fajtipleme
e Protein-bazli yontemler
Multilokus enzim elektroforezi
Hiicresel proteinlerin poliakrilamit jel elektroforezi
Immiinoblot fingerprinting
Genotipleme metotlari
e Plazmit fingerprinting
e Kromozomal DNA’nin restriksiyon endoniikleaz analizi-RFLP
e PFGE
e PZR-RFLP
e REP-PZR
e RAPD
e ARDRA
e AFLP

Her yil, Amerika Birlesik Devletlerindeki 35 milyon hastadan 1.75 ve 3
milyonunda  (%5-10) nozokomiyal infeksiyon goriilmektedir. Nozokomiyal
infeksiyonlar, saglik harcamalarina ek maliyet getirerek ciddi bir ekonomik problem
olusturmaktadir (Ener, 1999; Erdem, 1999; Forbes ve ark., 2007). Ayrica hastane
infeksiyonlari, hastalarin hastanede ortalama 4-10 giin daha fazla yatmasina neden
olmaktadir (Ener, 1999).

Nozocomial infeksiyonlar genellikle, idrar yolu infeksiyonlar1 (%33),
pnomoniler (%15), cerrahi alan enfeksiyonlart (%15), kan infeksiyonlari (%13) ve
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digerleri (%24) olmak tizere baslica bes seklinde goriiliir (Ener, 1999; Forbes ve ark.,
2007; Besirbellioglu, 2009). Hastaneden kan dolasimi ya da akciger infeksiyonu
alanlarin %40-60’1 6lmektedir (Forbes ve ark., 2007).

Her merkezin kendi hasta profilini, hastane florasim  olusturan
mikroorganizmalari, bunlarin direng paternlerini, her boliimdeki hastane enfeksiyonu
dagilimini ve sikligini bilmesi, dogru stratejilerin gelistirilmesini saglayabilir (Sardan,
2008).

Nozokomiyal infeksiyonlara neden olan mikroorganizmalar ¢esitli faktorlere
bagli olarak periyodik degisimler gostermektedir. Son 25-30 yil i¢inde, mantarlarin
neden oldugu infeksiyonlarin oranlart ciddi bir artis gostermistir. Hastane
infeksiyonlarina neden olan mantarlarin %80’inden fazlasi Candida tiirleridir (Ener,
1999; Akalin, 2008; Besirbellioglu, 2009).

Son yillarda, Candida tiirlerinin insidansi ciddi bir sekilde artmig ve tiim
nozokomiyal kan dolasimi infeksiyonu etkenlerinin %8-10’unu olusturarak 4. siraya
yerlesmistir (Ener, 1999; Forbes ve ark., 2007; Cerik¢ioglu, 2008; Senger ve Arslan,
2009; Tumbay, 2010). En fazla izole edilen fungal patojen C. albicans (%59.8)’dir ve
bunu diger Candida tiirleri (%18.6), Aspergillus tiirleri (%1.3), Torulopsis (%7.3) ve
diger mantarlar (%13) izlemektedir (Ener, 1999).

Insanda infeksiyon yapabilen gesitli Candida tiirleri arasinda, C. albicans birgok
enfeksiyon tipinde baskin bir rol oynamaktadir (Timbay, 2010). 1980’lerde
nozokomiyal infeksiyonlardaki C. albicans orani1 %2’den %5’e yiikselmistir (Pelczar ve
ark., 1993).

Candida ile iliskili kan dolagim1 infeksiyonlarinin en sik etkeni olan C. albicans
hem endojen hem de ekzojen yolla infeksiyona yol agabilen, gesitli viriilans faktorlerine
sahip, klasik olarak iyi taninan bir patojendir. C. albicans, klinik 6rneklerden en sik
izole edilen bir mayadir ve invaziv enfeksiyonlarin %50-70’inden sorumludur (Ener,
1999; Senger ve Arslan, 2009).

Nozokomiyal kan dolasimi infeksiyonlarinda risk faktorleri; 1 yasindan kiiciik
ya da 60 yasindan biiyik olmak, immunosupresiv kemoterapi, deri biitinligiiniin
bozulmasi, altta yatan siddetli hastalik, damar i¢i kateter, yogun bakimda kalma, uzun
stireli hastanede kalma, antimikrobiyal terapi, Candida kolonizasyonu, parenteral

nutrisiyon, ventilasyon, agir cerrahi, steroid terapi ve serebrospinal sant seklinde
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siralanabilir (Viudes ve ark., 2002; Boo ve ark., 2005; Yapar ve ark., 2006; Forbes ve
ark., 2007; Bouza ve Munoz, 2008; Senger ve Arslan, 2009).

Risk faktorlerine maruz kalmayan kontrol gruplar ile karsilastirildiginda,
yiiksek risk tasiyan hastalarin hastanede kandidemiye yakalanma olasiligi; aldiklar1 her
smiftan antibiyotik i¢in yaklasik 2 kez, bir santral vendz kateter takili olanlarda 7 kez,
diger anatomik bolgelerinde Candida kolonizasyonu bulunuyorsa 10 kez ve hastaya
akut hemodiyaliz yapilmigsa 18 kez daha fazladir (Tiimbay, 2010).

Hastanede yatan hastalarda kandideminin sonuglar1 olduk¢a agirdir (Senger ve
Arslan, 2009). Kandidemili hastalarda o6liim riski, Candida dis1 nedenlerle meydana
gelen kan dolasimi infeksiyonlu hastalara gore iki kat fazladir (Senger ve Arslan, 2009).
Invazif kandidiyazise atfedilen mortalite, degisik kaynaklarda %10-30-38-40-49-50 gibi
yiiksek oranlarda verilmektedir. Ayrica hastanede kalis siiresini de  3-30 giin
uzatmaktadir. Modern ve girisimsel tiptaki risk faktorleri azalmayacagina gore, kritik
hasta gruplarinda Candida tiirleri, giderek artan siklikta yiiksek mortaliteli hastaliklar
olusturmaya devam edecektir (Ener, 1999; Akalin, 2008; Cerikgioglu, 2008;
Besirbellioglu, 2009; Senger ve Arslan, 2009).

7. MOLEKULER TIiPLENDIRME YONTEMLERI

Genetik materyalin karakterize edildigi tiplendirme teknikleri molekiiler
teknikler olarak kabul edilmektedirler. Mikroorganizmalar arasindaki iliskinin
diizeyinin arastirildig tiplendirme g¢alismalarinda geleneksel fenotipik teknikler sinirh
diizeyde bilgi saglamaktadirlar ve bazi durumda molekiiler yontemlerin tiplendirme
caligmalarinda kullanilmasi gerekebilmektedir (Saragli, 2008).

Molekiiler tiplendirmenin epidemiyolojik amag¢li kullanilmasinda temel
uygulama alanlar; salgin aragtirmalari, endemik enfeksiyonlarin siirveyansi (hastane
ortami gibi epidemiyolojik inceleme alanlarinda mevcut olan klonlarin tanimlanmasi ve
genomik degisikliklerinin izlenmesi) ve mikroorganizmalarin patojenitesine neden olan
faktorlerin aydinlatilmasi seklinde siralanabilir (Saragli, 2008).

Molekiiler tiplendirmede kullanilacak yontem segilitken g6z Oniinde
bulundurulmas1 gereken kriterler; tiplendirebilirligi, ayirim giicii, tekrarlanabilirligi,
kullanim kolaylig1, kurulum maliyeti, sonug verme siiresi ve yorumlanma kolaylig1 gibi

ozelliklerdir (Durmaz, 2001; Saragli, 2008).
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Tablo 3’de mevcut bazi genotipleme yoOntemlerinin ¢esitli  6zellikleri
karsilastirmali olarak verilmektedir (Durmaz, 2001).
Tablo 3. Genotipleme yontemlerinin karsilastirilmasi
Bolgeye
ozgiil ) Dizi
PFGE P7ZR- Rep-PZR RAPD AFLP analizi
RFLP

Tiplendirebilirlik | Miikkemmel | Milkemmel | Degisken | Mikemmel | Milkemmel | Miikemmel
Laboratuar igi L. CL ‘. .. ..
tekrarlababilirlik by byi byi Orta byi byl
Laboratuarlar
arasl Iyi Iyi Orta Koti Iyi Iyi
tekrarlababilirlik
Stabilite Iyi Miikemmel | Miikemmel Iyi Miikemmel Iyi
Ayrim giicii Yiiksek Orta Yiiksek Yiiksek Yiiksek Yiiksek
Uygulama
Kolaylig: Orta Kolay Kolay Kolay Orta Zor
Yorumlama
Kolayhig: Kolay Kolay Kolay Kolay Kolay Orta
quug alma siiresi 3 1-2 1 1 2 2
(giin)
Kurma maliyeti Orta Orta Orta Orta Yiiksek Yiiksek
Test basina Orta Diisiik Disiik Diisiik Orta Yiiksek
maliyet

7. 1. Pulsed-Field Gel Electrophpresis (PFGE)

PFGE ilk defa 1980°1li yillarin baslarinda Schwartz ve Cantor tarafindan
gelistirilmistir (Mahlen, 2007; Saracli, 2008; Wu ve Della-Latta, 2010). Suslarin
karakterizasyonunda {istiin bir teknik olan PFGE, geleneksel -elektroforez ile
ayrilamayan kromozomlar1 veya iri DNA parcalarint ayirarak mikroorganizmalarin
genotiplendirilmesinde kullanilmaktadir. Ekstraksiyonun bir agaroz plagt iginde
gerceklesmesi, niikleik asitlerin zarar gormesini ve kesilmesini Onleyerek ayirma
islemini kolaylastirir (Tiimbay, 2009; Wu ve Della-Latta, 2010).

Bu yontemde, iiretilen mikroorganizmalar, diisiik erime 1s1l1 agaroza karistirilip
kiigiik kaliplar igine dokiilmektedir. Kalip igine gomiilii olan mikroorganizmalar,
deterjan ve enzim yardimiyla pargalanir. Lizis islemini takiben agaroz kaliplari iyice
yikanarak veya diyalize edilerek protein ve karbonhidrat gibi kontaminanlarin
uzaklastirilmas: saglanirken, biiyiik olan kromozomal DNA agaroz jel iginde tutulu

kalir. Restriksiyon enzimleri kromozomal DNA’lar1 belirli noktalardan keserek, farkli

biiyiikliikte pargalara ayirmak igin kullanilir (Durmaz ve Durmaz, 2001; Winn ve ark.,
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2006; Mahlen, 2007). BssHII, Notl ve Sfil Candida tiirlerinin kromozomal DNA’sinin
kesimi i¢in kullanilabilecek restriksiyon enzimleridir (Mata-Essayag ve ark., 1997;
Chen ve ark., 2005; Shin ve ark., 2005; Wu ve Della-Latta, 2010).

Candida spp.’nin PFGE genotiplendirilmesi restriksiyon enzimli ya da enzimsiz
uygulanabilir. Enzim kesimi olmadan yapilan elektroforetik karyotip analiz,
epidemiyolojik aragtirmalar icin yeterli ayristirmay1 saglayabilmektedir (Wu ve Della-
Latta, 2010). PFGE-Elektroforetik Karyotipleme (PFGE-EK) teknigi agaroz jelde
kromozomal DNA’larin biiyiikliiklerine gore ayrismasini saglayabilir ve medikal 6nemi
olan Candida tiirleri PFGE analizi ile benzer tiir-spesifik karyotipler tanimlanabilir (Doi
ve ark., 1992).

PFGE yonteminde, DNA fragmentleri periyodik olarak degisen yonlerde elektrik
alanina tabi tutularak birbirlerinde ayrilmalar1 saglanir. DNA molekiilleri bir elektriksel
akima uygun hareket ederken kisa bir siire sonra diger akima uygunluk gostermek
zorunda kalirlar. Sonugta kii¢iik molekiiller elektriksel alan degisimlerine daha ¢abuk
uyum sagladiklar i¢in daha hizli hareket ederler (Durmaz ve Durmaz, 2001; Sarikaya,
2004; Mahlen, 2007). Elektroforez sonucunda jel etidyum bromiirle boyanarak, her bir
izolata ait bant profili goriiniir hale getirilmektedir (Durmaz ve Durmaz, 2001; Akbas,
2009).

PFGE yonteminin degisik tipleri bulunmaktadir. Bunlar; “orthogonal field
alternation gel electrophoresis”, “transverse alternating field electrophoresis”, “field
inversion gel electrophoresis” (FIGE) ve “counter-clamped homogeneous electric field
electrophoresis” (CHEF) seklinde siralanabilir. Bahsedilen tekniklerin hepsi pulsed-
field takiminin ¢esitleri olmasina ragmen gilinlimiizde bir¢ok laboratuvar tarafindan
CHEF sistemi kullanilmaktadir ve bu “PFGE” ile es anlamli hale gelmistir (Durmaz ve
Durmaz, 2001; Tekeli, 2006; Akbas, 2009). Ayrica CHEF biiyiik kromozomal DNA’lar1
ayristirilmasinda da ¢ok etkili bir teknik olarak bilinmektedir (Ilwaguchi ve ark., 1990;
Doi ve ark., 1992).

Geleneksel elektroforez de oldugu gibi PFGE’ni de etkileyen ¢esitli faktorler
vardir, bunlar; agaroz tipi ve konsantrasyonu, jel kalinligi, tampon secimi ve
konsantrasyonu, sicaklik, reoryantasyon agisi ve pulse siiresi, voltaj ve toplam
elektroforez siiresi olarak sayilabilir (Doi ve ark., 1992; Durmaz ve Durmaz, 2001;
Tekeli, 2006).
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Yontemin ayrim giicii oldukca yiiksek olmakla beraber, zaman alic1 ve kompleks
bir sistemdir (Durmaz ve Durmaz, 2001). PFGE bir¢oklarina gore suslarin
tiplendirilmesinde, giivenilir bir yontem olarak kabul edilir ve yeni metodlarin
karsilastirilmasinda da kullanilabilir (Durmaz ve Durmaz, 2001; Tekeli, 2006; Winn ve
ark., 2006; Forbes ve ark., 2007).

7. 2. Arbitrarily Primed PZR (AP-PZR)

Welsh ve McClelland tarafindan 1990 yilinda gelistirilen arbitrarily primed PZR
(AP-PZR), ayn1 zamanda rasgele amplifiye edilmis polimorfik DNA (random amplified
polymorphic DNA) (RAPD) yontemi olarak da adlandirilir ve 6karyotik organizmalarin
DNA parmak izi i¢in kullanilan yontemlerin en yayginlarindan biridir (Yagci, 2001;
Dolapgi, 2006; Mahlen, 2007; Akbas, 2009). Bu yontem, dogru bir sekilde
gelistirildiginde, c¢oziiniirliigiin her diizeyde iliskililik degerlendirmesinde oldukca
etkindir (Akbas, 2009). AP-PZR bekli de giiniimiizdeki en basit DNA temelli
alttiplendirme yontemidir (Dolapgi, 2006).

AP-PZR niikleotid dizilimi rasgele secilmis primerler kullanilarak yapilan
polimeraz zincir reaksiyonu olup, bilinen 6zgiil bir DNA bdlgesini ¢ogaltmak yerine
DNA’daki bir¢cok bdlgenin ¢ogaltilmasi gerceklesmektedir (Yagci, 2001; Ari, 2004).

Genellikle mikroorganizmaya ait niikleotid dizi bilgisine sahip olmaksizin
polimorfizmin belirlenmesini saglar (Ar1, 2004; Saragli, 2008).

Kullanilan primerler genellikle kisa (9-10 bazlik) ve niikleotid dizilimi rasgele
secilmis tek ¢esit primerlerdir (Yagci, 2001; Ari, 2004; Dolapgi, 2006; Tekeli, 2006;
Saraghi, 2008; Akbas, 2009). Primerlerin baglanma yerleri arasindaki uzaklik
farkliliklar1 agaroz jelde saptanabilen farkli sayr ve uzunluktaki bantlarin olusmasina
neden olur (Yagci, 2001).

Aynm tiir i¢indeki farkli suslarda primerlerin baglanma yerlerinin sayist ve
birbirine olan uzakliklar1 degisik olacagindan, PZR ile elde edilen iiriinlerin jel
elektroforezi ile analiz sonucu meydana gelen bantlarin say1 ve biiyiikliigii de farklilik
gosterecektir (Yagci, 2001; Ari, 2004).

Jel elektroforezinde gozlenen her bir izolata ait bant profilleri birbirleriyle

karsilastirilir ve aymi bant profili gosteren izolatlar epidemiyolojik olarak iliskili
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seklinde yorumlanabilir. Bant profilleri benzer olan izolatlar ya yeni primerlerle tekrar
test edilmeli ya da diger tipleme yontemleriyle ¢alisilmalidir (Yagei, 2001).

Bu yontemin en onemli dezavantaji heniiz standardizasyonun saglanamamis
olmasidir ve laboratuvar i¢i ve laboratuarlar arasi tekrarlanabilirlik oraninin disiik
olmasidir (Yagci, 2001; Akbas, 2009; Tiimbay, 2009).

Calisma kosullarindaki 1s1, reaksiyon zamanlari, polimerazin kaynagi, MgCl,
konsantrasyonu, kalip DNA’nmin kalite ve kantitesi ve primer biyilkligi,
konsantrasyonu ve dizisindeki degisiklikler fragmanlarin = g¢ogaltilmalarinin
tekrarlanabilirligini etkileyebilir (Tekeli, 2006).

Laboratuvarlar arasi standardizasyonu saglayabilmek i¢in; M13 olarak bilinen
tiniversal primerin kullanilmasi, standardize edilmis amplifikasyon karisimi, ayni
thermocycler’da standart bir amplifikasyon protokolii uygulanmasi, tiim salgin
izolatlarnin ayni anda c¢alisiilmasi ve sonuglarin en az ii¢ kez tekrarlanmasi gibi

uygulamalara ihtiya¢ duyulmaktadir (Yagci, 2001).

8. TEDAVIDE KULLANILABILECEK ANTIFUNGAL iLACLAR

Mantar enfeksiyonlarmin sistemik tedavisinde kullanilabilecek antifungal
ilaglarin; agir yan etki, dar antifungal spektrum, kotii doku penetrasyonu ve direng
gelisimi gibi kullanimini sinirlandiran 6nemli sorunlar vardir. Bu giicliiklere karsin son
yillarda gelecek i¢in umut veren ilaglar gelistirilmektedir. B-glukan sentezini engelleyen
ekinokandinler, amfoterisin B (AmB)’nin lipit formiilasyonlar1 ve yeni azol tiirevleri
son yillarda kullanima giren bu ilaglara 6rnek olarak verilebilir (Tiinger ve ark., 2005).

Amfoterisin B (ve lipit formiilasyonlar1) fungisidal etkisini mantarlarin en
onemli membran sterolii olan ergosterole baglanmasiyla gosterir. Bu baglanma, mantar
hiicre membraninin ozmotik biitiinliigiinii bozar; bu da hiicre igeriginin sizmasma ve
hiicrenin 6liimiine yol agar (Arikan, 2009; Metin, 2010).

Azol simifi antifungaller yapisal olarak imidazoller ve triazoller olarak
ayrilabilirler. Tiim azol bilesikleri, mantara ait sitokrom P-450’ye bagimli enzim olan
lanosterol 14-o-demetilazi inhibe ederek antifungal etki gosterirler. Bu enzim,
lanosterolden ergosterol sentezinde rol alan bir enzimdir. Ergosterol sentezinin

inhibisyonu, mantar hiicre membran sentezinin sonlanmasiyla sonug¢lanir (Arikan, 2009;

Metin, 2010).
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MATERYAL VE METOD

1. iZZOLATLAR

Calismaya kan orneklerinden izole edilmis 50 C. albicans susu dahil edildi. Bu
izolatlar Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda, degisik servislerde yatan hastalardan izole edildi. Hastanin hastaneye
yatisindan 48 saat sonra ya da hastaneden ¢iktiktan 10 giin sonra kan kiiltiiriinde iireyen
C. albicans suslar1 ¢alismaya dahil edildi. Bir hastanin birden fazla 6rnegi ¢alismaya

alinmada.

1. 1. Suslarin izolasyonu

Hastalardan alinan kan 6rnekleri, otomatize kan kiiltiir sistemi siselerine ekildi.
Ureme tespit edilen siselerden kanli agar ve Eosin-methylene blue (EMB) agara pasaj
yapilarak, kiiltiirler 36°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda kolonilerden
gram boyasi yapildi. Maya oldugu goriilen kolonilerden SDA’ya pasaj yapilarak 24-48
saat 36°C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda krem-sar1 renkli, hamurumsu-mukoit
yapidaki saf oldugundan emin olunan koloniler steril serum fizyolojik iceren
ependorflara aktarilarak oda 1sisinda  saklandi.  Saklamada bulunan suslar
kullanilacaklart zaman, i1ki kez SDA’ya pasajlanarak saf olduklarindan emin

olundugunda ¢aligsmaya dahil edildi.

2. HASTALARA AiT BILGILER

Calismaya dahil edilen tiim hastalarin adi-soyadi, cinsiyeti, yasi, hastaneye yatis-
cikis tarihleri, yatis yaptigr servis, izolatin izole edildigi tarih ve hastalarin klinik
durumu hakkinda bilgi toplandi. Ayrica hastalarin C. albicans enfeksiyonu olusumuna
neden olabilecek risk faktorlerinden olan; antibiyotik, cerrahi, hemodiyaliz, endotrakeal
entiibasyon, kateter, total parenteral nutrisyon, sonda, trakeostomi ve yogun bakim gibi

predispozan faktorlerin varlig arastirildi.



3. IZOLATLARIN FENOTiPiK TANIMLANMASI
3. 1. Germ Tiip Testi

0.5-1 ml insan serumu igine kii¢iik bir maya kolonisi karistirildi. Bu karisim 2-
2.5 saat 37°C’de inkiibe edildi. Siirenin sonunda lam lamel arasma alarak x400
biiylitmede incelendi. Maya hiicresinden direkt ve kisa bir hif baslangict seklinde,
septumlarinda bogumlanmanin olmadig1 yapilar germ tiip olarak degerlendirildi. Germ
tiip pozitif olan suslar C. albicans olarak degerlendirildi (Yildiran, 1999; Winn ve ark.,
2006 ).

3. 2. Piring¢ Ekstresi-Tween 80 Agar

Tween 80 igeren piring ekstresinin hazirlanisi; 50 gr piring, 300 ml distile su
icinde kaynatilip birkag¢ kat gazli bezden siiziildiikten sonra 20 gr agar, 20 gr glukoz, 10
ml Tween 80 eklenip distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Bu karigim 121°C’de 15
dakika otoklavlanarak steril edildikten sonra steril petrilere dokiildii.

SDA’da iiretilen kolonilerden igne uglu 6ze ile alinarak Piring ekstresi-Tween 80
agar lizerine birbirine paralel {i¢ cizgi halinde ekim yapildi. Ekim alaninin {izerine
alevde steril edilip havada sogutulmus bir lamel kapatildi ve 26°C’de 48-72 saat
inkiibasyona alindi. inkiibasyon sonunda 131k mikroskobunun X400 biiyiitmede Candida
tiirlerinin olusturdugu mikromorfolojiler incelendi.

Yalanct ve gercek hifler, yalanci hiflerin bogumlar1 cevresinde kiimeler
olusturmus yuvarlak blastokonidiyumlar ve hif uglarinda tiire 6zgii kalin duvarl, tek
veya birka¢ tane klamidospor goriilen mikromorfolojili mayalar C. albicans olarak
degerlendirildi (Yildiran, 1999; Arikan, 2003; Winn ve ark., 2006).

3. 3. Kromojenik Besiyeri

MAST ID-CHROMagar Candida (Mast Diagnostics, Merseyside, United
Kingdom) kromojenik besiyeri olarak kullanildi. Igerik 100 ml distile su icinde
kaynama derecesinde tamamen c¢oziiliinceye kadar karistirildi. Coziildiikten sonra
50°C’ye kadar sogutulup steril petrilere dokiildii.

Candida’lar agar iizerine dze ile ekildi ve 37°C’de 48-72 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda kolonilerdeki renk degisimleri izlendi. Yesil renkli koloniler C.

albicans olarak degerlendirildi.
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3. 4.ID 32C Maya identifikasyon Sistemi

ID 32C (bioMerieux) kullanilarak biyokimyasal 6zelliklerine gére tanimlama
yapildi. ID 32C kitleri, her birinde bir dehidrate karbonhidrat substratt bulunan 32
mikrokuyucuk igerir. Mayalar inokiile edildikleri kuyucuktaki karbonhidrati karbon
kaynag1 olarak kullaniyorlarsa besiyerinde lireme gozlenir.

Kiiltiirden bir miktar maya alinarak 2 McFarland bulanikliliginda olacak sekilde
Stispansiyon Medium (2 ml distile su) i¢ine karistirildi. Bu karisimdan 250 ul alinarak
C-Medium igine eklendi. 32 kuyucuklu kitin her kuyucuguna C-Medium’dan 135’er pl
eklendi. 30°C’de 48 saat nemli bir ortamda inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki

tireme ATB Expression cihazinda okutuldu.

4. IZZOLATLARIN GENOTIPIK TANIMLANMASI
4. 1. C. albicans’in EO3 Gen Bolgesinin PZR ile Tamimlanmasi

Fenotipik yontemlerle C. albicans olarak tanimlanan suslar Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ile dogrulandiktan sonra ¢aligmaya dahil edildi.

Mikroorganizmanin DNA ekstraksiyonu, Otlu tarafindan tanimlanmis olan

yontem uygulanarak yapildi (Otlu, 2004).

4. 1. 1. DNA Ekstraksiyonu

1. SDA’a pasajlanan C. albicans izolatlar1 35°C’de 24 saat inkiibe edilerek iiretildi.

2. Ureyen kolonilerden 0.5 McFarland bulanikliginda siispansiyon 1 ml lizis
tamponu (10 mM Tris pH 7.6, 10 mM EDTA pH 8.0, 50 mM NaCl,, %0.2 SDS,
200 pug/ml proteinaz K) ile hazirland1 ve 65°C’de 2 saat inkiibe edildi.

3. 500 pl sferoblast olusturma tamponu (2U/ml lyticase, 50 mM Tris pH 7.6, 1 mM
EDTA, %0.2 B-merkaptoetanol, %10 SDS, 4M sodyum asetat) eklenip 37°C’de
30 dakika inkiibe edildi.

4. 5 dakika kaynatildiktan sonra 500 ul 5 M potasyum asetat eklenerek buzda 25
dakika bekletildi.

5. 13.000Xg’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra {ist siv1 yeni bir ependorf tiipe
alind.

6. 1 ml %100’lik isopropil alkol eklendi ve 13.000Xg’de 15 dakika santrifiij
edildi.
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7. Ust s1v1 aspire edildikten sonra 1 ml sogutulmus %70’lik etanol eklendi.

8. 13.000X g’de 10 dk santrifiij edildi.

9. Ust s1v1 bosaltildiktan sonra DNA pelletleri oda 1s1sinda kurutuldu.
10. DNAlar 30 ul steril distile su ile sulandirildiktan sonra -20°C’de saklandu.

4.1.2. EO3 PZR Optimizasyonu

EO3 PZR Magnezyum Kloriir Optimizasyonu

PZR amplifikasyonu icin optimal kosullar1 saglayabilmek amaciyla farkl

konsantrasyonlarda magnezyum kloriir kullanilarak yapilan optimizasyon calismasi

Tablo 4’de 6zetlenmistir. Tiim optimizasyonlar ayn1 sus kullanilarak yapilmistir.

Tablo 4: EO3 PZR magnezyum kloriir optimizasyonu

Reaksiyon Karisimi Tiip Tiip Tiip Tiip Tiip Tiip Tiip Tiip Tiip
(50 pnl) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
10X PZR tamponu (pl) 5 5 5 5 5 5 5 5 5
25 mM MgCl, (mM) 1 1,25 1,5 1,75 2 2,25 2,5 2,75 3
100 pmol primer 1 (pul) 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 | 0,04
100 pmol primer 2 (pul) 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 | 0,04
Taq DNA polimeraz (ul) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
10 mM dNTP (ul) 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Steril saf su (pl) 36,42 | 35,92 | 35,42 | 3492 | 34,42 | 33,92 | 33,42 | 32,92 | 32,42
Kalip DNA (pl) 5 5 5 5 5 5 5 5 5

EO3 PZR Primer Baglanma Is1 Optimizasyonu

EO3 gen boélgesini saptamak icin kullanilan primerlerin baglanma 1silar1 Tm= 2

(A+T) + 4 (G+C) formiilii ile hesaplandi. Belirlenen optimal magnezyum miktari sabit

tutularak, primer baglanma 1s1 araligmin belirlenmesi i¢in optimizasyon c¢alismasi

yapildi. Uygulanan reaksiyon karisimi ve farkli baglanma 1silar1 Tablo 5’de verilmistir.
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Tablo 5: EO3 PZR primer baglanma 1s1s1 optimizasyonu

Reaksiyon Karisim Tiip 1 Tiip 2 Tiip 3 Tiip 4 Tiip 5 Tiip 6 Tiip 7 Tiip 8 Tiip9 | Tiip 10
(50 )
Anneling 1s1s1 (°C) 50,0 50,3 50,8 51,7 53,0 5,4 55,8 57,3 59,0 60,0
10X PZR tamponu (pul) 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
25 mM MgCl, (pl) 25 25 25 25 25 25 25 2.5 2.5 25
100 pmol primer 1 (ul) 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
100 pmol primer 2 (ul) 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
Tagq DNA polimeraz 05 05 05 05 05 05 05 0,5 0,5 0,5
(u)
10 mM dNTP (ul) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Steril saf su (ul) 35,92 35,92 35,92 35,92 35,92 35,92 35,92 35,92 35,92 35,92
Kalip DNA (ul) 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

4. 1. 3. EO3 Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

EO3 geninin belirlenmesi

icin bolgeye

spesifik primerler kullanilarak

amplifikasyon islemi gerceklestirildi. Uygulamada kullanilan PZR reaksiyon karigim

icerigi asagida verilmistir.

Reaksiyon karigimi;

e 10X PCR buffer
e MqgCl; (25 mM)
e Primer 1 (100 pmol/ul)
e Primer 2 (100 pmol/pul)

e Taq DNA polimeraz (5U/ul)

e dNTP karisimi (10 mM)

e Steril deiyonize su

e DNA ekstrakt:

Sul
2.5 ul (1.25 mM)

0.04 pl
0.04 pl
0.5 ul

1 ul (0.2 mM)
35.92 ul

Sul

Primer olarak Miyakava ve arkadaslarmin tanimlamis olduklari EO3 gen

bolgesinin C. albicans’a tiir-spesifik 125bp’lik bolgeyi ¢ogaltan dizi kullanilmistir

(Miyakawa ve ark., 1993). Kullanilan primer dizileri Tablo 6’da verilmistir.
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Tablo 6. EO3 PZR’de kullanilan primer dizileri

Primer/Oligoniikleotid Ad1

Primer/Oligoniikleotid Dizisi

Primer 1

5’--CAC CAA CTC GAC CAG TAG GC--3°

Primer 2

5°--CGG GTG GTC TAT ATT GAG AT--3’

Amplifikasyon Programi,

EO3 gen bolgesi

amplifikasyon programi olarak Otlu’'nun

amplifikasyon programi kullanildi (Otlu, 2004).

e 94°C’de 4 dakika ilk denatiirasyon

e 94°C’de 30 saniye denatiirasyon

e 56°C’de 1 dakika primer baglanmasi 35 siklus

e 72°C’de 2 dakika primer uzamasi

e 72°C’de 5 dakika son uzama

4. 1. 4. EO3 Gen Bolgesi Elektroforezi

tanimladig1

1X TBE tamponu ile hazirlanmis %?2’lik agaroz jel kuyucuklarma 10 pl

amplifikasyon {iriinii ile 2 pl 6X yiikleme tamponu karistirilarak uygulandi. Jele 1.5 saat

100 V elektrik akimi uygulanarak DNA bantlarinin molekiiler biiyiikliiklerine gore

ayrilmasi saglandi. Jel, 0.5 pg/ml etidyum bromid igeren soliisyon ile 20 dakika boyandi

ve goriintiileme cihazinda (Biorad) goriintiilendi. 100 bp DNA Leader kullanilarak

DNA bantlar1 karsilastirmali olarak incelendi ve kaydedildi.

5. C. albicans’t AP-PZR (ARBITRARILY PRIMED-PZR) ile MOLEKULER

TiPLENDIRME

C. albicans suslarinin AP-PZR ile molekiiler tiplendirilebilmesi igin DNA

izolasyonlarinda, Otlu’nun tanimlamis oldugu ekstrasyon yontemi kullanildi (Otlu,

2004).

5. 1. DNA Ekstraksiyonu

1. SDA’a pasajlanan C. albicans izolatlar1 35°C’de 24 saat inkiibe edilerek iiretildi.

26




2. Ureyen kolonilerden plagin "4 {inii kapsayacak sekilde almarak %1°lik 1,5 ml
SDS i¢inde siispanse edildi ve 30 sn vortekslendi.

3. 3000X g’de 5 dk santrifiij edildi.

4. Ust kissmdan 600 pl yeni bir ependorfa alindi ve 600 pl fenol eklenerek

vortekslendi.

13000X g’de 5 dk santrifiij edildi.

Ust kisim yeni bir ependorfa alindi ve 600 pl kloroform eklenerek vortekslendi.

13000X g’de 5 dk santrifiij edildi.

L N o o

Ust kisim yeni bir ependorfa alindi ve 1 ml sogutulmus %100°liik etanol eklenip
-70°C’de iki saat bekletildi.

9. Sogutmali santrifiijde 13000X g’de 15 dk santrifiij edildi.

10. Ust s1v1 aspire edildikten sonra 1 ml sogutulmus %70’lik etanol eklendi.

11. Sogutmali santrifiijde 13000X g’de 10 dk santrifiij edildi.

12. Ust kisimdaki s1v1 bosaltildiktan sonra DNA pelletleri oda 1s1sinda kurutuldu.

13. DNA’lar 50 ul TE tamponu ile sulandirildi.

14. NanoDrop kullanilarak DNA konsantrasyonu 50 ng/ul olacak sekilde ayarlandi

ve calismaya alinincaya kadar -20°C’de saklandh.

5. 2. AP-PZR Optimizasyonu
5. 2. 1. AP-PZR Magnezyum Kloriir Optimizasyonu
Optimal magnezyum kloriir miktarin1 tespit edebilmek amaciyla farkli

konsantrasyonlar i¢in olusturulan uygulama basamaklar1 Tablo 7°de 6zetlenmistir.

27



Tablo 7. AP-PZR magnezyum kloriir optimizasyonu

Reaksiyon Karisim Tiip | Tiip | Tiip | Tiip | Tip | Tiip | Tiip | Tiip | Tiip | Tiip
(50 nl) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
2X amplifikasyon 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17
karisimu (pul)
M13 primeri (100 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
pmol/ul)
Tag DNA polimeraz 05| 0505|0505 |05|05)|05]| 05105
U/
25 mM MgCl, (mM) 0,5 1 1,5 2 25 3 35 4 4,5 5
Steril deiyonize su 285 | 275 | 265 | 255 | 245 | 235 | 225 | 215 | 20,5 | 195
DNA ekstrakti (50 ng/pl) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

5. 2. 2. AP-PZR Primer Baglanma Is1 Optimizasyonu

M13 primeri ig¢in baglanma 1sisi Tm= 2 (A+T) + 4 (G+C) formiili ile
hesaplandi. Belirlenen optimal magnezyum miktar1 sabit tutularak, primer baglanma 1s1
araliginin belirlenmesi i¢in optimizasyon caligmasi yapildi. Uygulanan reaksiyon

karisimi ve farkli baglanma 1silar1 Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. AP-PZR primer baglanma 1sis1 optimizasyonu

Reaksiyon Karisinn | Tiip | Tiip | Tiip | Tiip | Tiip | Tiip | Tiip | Tip | Tiip | Tiip
(50 pl) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Baglanma 1sis1 (°C) 40,0 | 40,3 | 40,8 | 41,7 | 43,0 | 44,4 | 458 | 47,3 | 49,0 | 50,0
2X amplifikasyon 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25

karigimu (pl)
M13 primeri (100 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

pmol/ul)
Taq DNA polimeraz 05050505 |05|05|05]| 05|05/ 05
(5U/ud)
Steril deiyonize su 215|215 | 215|215 |215| 215|215 | 215|215 | 215

DNA ekstrakt1 (50 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

ng/pl)

5. 3. AP-PZR Amplifikasyonu

Reaksiyon karigimi1 daha dnce Durmaz tarafindan tanimlanan M13 primerinin

kullanildig1 protokole uygun olarak hazirlandi (Durmaz ve Ayan, 2001).

28



2X amplifikasyon karisimi (1000 ul)

e 10X PZR tamponu 200 ul

e 2 mM dNTP karisimi 200 ul (0,2 mM)

e 25 mM MgCl2 320 ul (3,5 mM)

e Steril deiyonize su 280 pl
Reaksiyon karisimi (50 pl)

e 2X amplifikasyon karisimi 25 ul

e MI13 primeri (100 pmol/ul) I ul

e Taq DNA polimeraz (5U/ul) 0,5 ul

e Steril deiyonize su 21,5 ul

o DNA ekstrakti (50 ng/ul) 2 ul

Tablo 9. AP-PZR’de kullanilan primer (M13) dizisi

Primer/Oligoniikleotid Ad1

Primer/Oligoniikleotid Dizisi

Primer M13

5’--GAG GGT GGC GGT TCT—3

Amplifikasyon programi M13 primeri i¢in daha 6nce Durmaz ve arkadaslar

tarafindan tanimlanan protokol modifiye edilerek uygulandi (Durmaz ve Ayan, 2001).

Amplifikasyon programi;

e 94°C’de 5 dakika denatiirasyon M

e 50°C’de 5 dakika primer baglanmas1 =~ 2 siklus

e 72°C’de 1 dakika primer uzamasi ~ —

e 94°C’de 1 dakika denatiirasyon M

e 50°C’de 1 dakika primer baglanmas1 > 40 siklus

e 72°C’de 2 dakika primer uzamas1 ~ —

5. 4. AP-PZR Elektroforezi

PZR ile amplifiye edilen DNA’larin boyutlarini belirleyebilmek icin PZR

tirtinlerine elektroforez uygulandi. Agaroz konsatrasyonu %2 olan jel 1X TBE buffer ile

hazirlandi. Tris radikallerini uzaklastirarak bant profillerinde olusan “smear” goriintiiyii
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ortadan kaldirmak amaciyla TBE tamponu i¢ine 50 mM Thiourea eklendi. 10 pl
amplifikasyon {rtnt, 2 pl 6X yikleme tamponu ile karigtirilarak agaroz jel
kuyucuklarma yiiklendi. Once 1 saat 100 V daha sonra 8 saat 50 V elektrik akimi
uygulanan jel, 0.5 pg/ml etidyum bromid igeren soliisyon ile 10 dakika boyandi1 ve 800
ml distile suda 15 dakika iki kez yikandiktan sonra goriintiileme cihazinda (Biorad) 1

Kb DNA Leader ile karsilagtirilarak incelendi ve goriintiiler kaydedildi.

5. 5. AP-PZR Sonuc¢larinin Yorumlanmasi

AP-PZR’nin bant profil analizi BioNumerics yazilim sistemi kullanilarak
yapildi. Dendogramlar “Unweighted pair group method with mathematical averaging”
(UPGMA) yontemi ile ¢izildi ve Dice benzerlik katsayisina goére analiz edildi.
Genotiplerin belirlenmesi i¢in benzerlik katsayist %96-%100 arasi olan izolatlar ayni
genotip, %90-%95 arasi olan izolatlar benzer sus (alttip), %90’dan daha diisiik olan
izolatlar farkli genotip olarak tanimlandi (Kuzucu ve ark., 2008).

6. C. albicans’in PFGE ile MOLEKULER TiPLENDIRME
C. albicans’m PFGE ile karyotiplemesinde, Abdeljelil ve arkadaslarinin
tanimlamig olduklar1 protokol modifiye edilerek ¢alisildi (Abdeljelil ve ark., 2008).

Buna gore protokoliin uygulanisi asagida verilmistir.

6. 1. Kaliplarin Hazirlanmasinda Kullanilan Tamponlar
e ET tamponu; 0,05 M EDTA, 0.01 M Tris-HCI, (pH 7,5)
e LET tamponu; 0,5 M EDTA, 0.01 M Tris-HCI, (pH 7,5)
e NDS tamponu; 05 M EDTA, 0.01 M Tris-HCI, (pH 7,5), %5 N-
lauroylsarcosine, 2 mg/ml Proteinaz K
e 0,125 M EDTA, (pH 7,5)
e 0,5MEDTA, (pH 9,0)

6. 2. Kaliplarin Hazirlanmasi
1. Suslar SDA’da 37°C’de 48 saat inkiibe edildi.
2. %1,6’lik diisik erime 1sili (low melt) agaroz, 0,125 M EDTA (pH 7,5) ile
hazirland ve 42°C’de bekletildi.
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3. 1 ml SF (serum fizyolojik) ile homojenize edilen koloniler spektrofotometre
kullanilarak 595 nm’de 1,5-2 bulanikliga ayarlandi.

4. Maya hiicreleri 500 g’de 5 dk +4°C’de santrifiij edildi.

5. Siipernatant atildiktan sonra pelet 1 ml ET tamponu ile yavasga resiispanse
edildi ve 4000 g’de 5 dk +4°C’de santrifiij edilerek iki kez yikand.

6. Pelet 4 ul lyticase (5 mg/ml) iceren 150 ul ET tamponu ile resiispanse edildi ve
42°C’de bekletildi.

7. Distlik erime 1s1l1 agaroz ile hiicre/lyticase karisimi 1:1 oraninda karistirildi ve
karisim kaliplara yiiklendi.

8. Kaliplar +4°C’de 20-30 dk katilasmaya birakilds.

9. Katilasan kaliplar 37°C’de 4 ml LET ¢ozeltisinde bir gece inkiibe edildi.

10. Inkiibasyon sonunda kaliplar 2 ml NDS ¢ozeltisinde 50°C’de bir gece inkiibe
edildi.

11. Kaliplar 0,5 M EDTA (pH 9,0) ile bir kez yikandi.

12. Yikanan kaliplar 0,5 M EDTA (pH 9,0)’da 4°C’de saklandi.

6. 3. Kaliplarin Jele Yiiklenmesi

100 ml 0,5 X TBE (44,5 mM Trisma base, 44,5 mM Borik asit, 1 mM EDTA)
icinde %1 olacak sekilde agaroz mikrodalga firinda ¢oziildiikten sonra kullanilincaya
kadar 50°C’lik su banyosunda bekletildi.

0,5 M EDTA (pH 9,0)’da +4°C’de saklanan kaliplar bir lam iizerine alinarak
lamel yardimiyla %2 oraninda kesildi. Parcalardan biri taragin dislerinin u¢ kismina
yerlestirilirken diger par¢a sonradan kullanilmak tizere 0,5 M EDTA (pH 9,0)’ya
alinarak +4°C’de saklandi. Kaliplar fazla bekletilmeden, kaliplarin oldugu kisim
DNA nin yiiriiyecegi yone gelecek sekilde tarak agaroz kasetine yerlestirildi. Onceden
eritilmis ve 50°C’de bekletilen agaroz kaset igine dokiildii. Katilagmasi i¢in 20-30 dk
beklendikten sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi. Agaroz 1900 ml 0.5 X TBE bulunan tanka

yerlestirildi ve asagida belirtilen elektroforez kosullar1 uygulandi.
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6. 4. PFGE Elektroforez Kosullarimin Optimizasyonu
Elektroforez kosullarinin optimizasyonu i¢in volt, baslangi¢c ve bitis zamanlari,
toplam siire ve agaroz konsantrasyonu gibi kosullar degistirilerek ¢esitli denemeler

yapildi. Bu denemelerde kullanilan degerler Tablo 10°de verilmistir.

Tablo 10. PFGE-EK i¢in elektroforez kosullari optimizasyonu

Toplam siire Baslangic ve Agaroz
Volt (V/icm) p U bitis zamanlar1 | konsantrasyonu
(saat) .
(saniye) (%)
1. Deneme 3,5 36 90-360 0,8
2. Deneme 3,5 48 90-360 0,8
3. Deneme 4 48 90-360 0,8
4. Deneme 3,5 48 90-360 0,7
24 120
5. Deneme 4,5 0,8
36 240

6. Deneme 3,7 48 90-360 0,7
7. Deneme 4 48 90-325 1
8. Deneme 3,8 48 90-325 0,8
9. Deneme 3,9 48 90-325 0,9
6. 5. PFGE Elektroforez Kosullari

o Isy 14°C

o Voltaj; 4 Vicm

o Acy 120°

e Baslangi¢ vurus zamant; 90 saniye

e Bitis vurus zamant; 325 saniye

e Toplam siire; 48 saat

e Agaroz konsantrasyonu; %1
6. 6. PFGE’de Jelin Goriintiilenmesi

Elektroforez tamamlandiktan sonra jel, 0,5 pg/ml etidyum bromid igeren distile

su ile 20 dakika boyandi, goriintiileme cihazinda (Biorad) goriintiilendi ve kaydedildi.
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6. 7. PFGE Sonuclarin Yorumlanmasi
PFGE-EK bant profil analizi BioNumerics yazilim sistemi kullanilarak yapildu.
Bant farki bir veya daha fazla olan izolatlar farkli karyotip olarak degerlendirildi

(Espinel-Ingroff 1999; Otlu 2004; Shin ve ark., 2005; Abdeljelil ve ark., 2008).

7. DISKRIMINASYON INDEKSI
Genotiplemede kullanilan AP-PZR ve PFGE-EK yontemlerinin diskriminasyon
indeksi (aymrim gii¢leri) Hunter ve Gaston’un asagida verilen formiilii kullanilarak

hesapland1 (Hunter ve Gaston, 1988).

D: Aynilabilirlik indeksi, N: Caligmada test edilen sus sayisi, S: Belirlenen toplam tip

sayist, Nj: J’inci tipe ait sus sayisi

8. SAP 4 GEN BOLGESININ PZR ile TESPITI
SAP4 gen bolgesinin tespiti i¢in fenol-kloroform ekstraksiyon iirlinleri
kullanild1. Uygun magnezyum kloriir miktarin1 ve baglanma 1s1sin1 tespit edebilmek igin

optimizasyon yapildi.

8. 1. SAP4 PZR Optimizasyonu
8. 1. 1. SAP4 PZR Magnezyum Kloriir Optimizasyonu

PZR amplifikasyonu icin optimal kosullar1 saglayabilmek amaciyla farkli
konsantrasyonlarda magnezyum kloriir kullanilarak yapilan optimizasyon calismasi

Tablo 11°de 6zetlenmistir.
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Tablo 11. SAP4 PZR magnezyum kloriir optimizasyonu

Reaksiyon Karisimi Tiip Tiip Tiip Tiip Tiip Tiip Tiip Tiip Tiip
(25 ub) 1 2 3 4 5 6 7 8 9

10X PZR tamponu (pul) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
25 mM MgCl, (mM) 1 15 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5
10 pmol primer 1 (ul) 1 1 1 1 1 1 1 1 1
10 pmol primer 2 (ul) 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Taq DNA polimeraz (pul) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
10 mM dNTP (ul) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Steril saf su (pl) 16,4 15,9 15,4 14,9 14,4 13,9 13,4 12,9 12,4
Kalip DNA (pul) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

8. 1. 2. SAP4 PZR Primer Baglanma Is1 Optimizasyonu

SAP4 gen bolgesini saptamak i¢in kullanilan primerlerin baglanma 1silart Tm= 2

(A+T) + 4 (G+C) formiilii ile hesaplandi. Belirlenen optimal magnezyum miktar1 sabit

tutularak, primer baglanma 1s1 araligmin belirlenmesi i¢in optimizasyon c¢alismasi

yapildi. Uygulanan reaksiyon karigimi ve farkli baglanma 1silar1 Tablo 12°de verilmistir.

Tablo 12. SAP4 PZR primer baglanma 1sis1 optimizasyonu

Reaksiyon Karisim Tiip | Tiip | Tiip | Tiip4 | Tiip | Tip | Tip | Tiip | Tiip | Tiip
(25 ub) 1 2 3 5 6 7 8 9 10
Anneling 1s1s1 (°C) 55,5 | 565|578 | 595 | 614|634 | 654|676 |690]| 703
10X PZR tamponu (pl) 25 | 25 | 25 2,5 25 | 25 | 25 | 25 | 25 2,5
25 mM MgCl; (ul) 25 | 25 | 25 2,5 25 | 25 | 25 | 25 | 25 2,5
10 pmol primer 1 (ul) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
10 pmol primer 2 (ul) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Taq DNA polimeraz (ul) | 01 | 0,1 | 0,1 0,1 0101 |01]01 ] 01 0,1
10 mM dNTP (ul) 05 | 05 | 05 0,5 05|05 | 05| 05| 05 0,5
Steril saf su (ul) 149 | 149 | 149 | 149 | 149 | 149 | 149 | 149 | 149 | 149
Kalip DNA (pul) 25 | 25 | 25 2,5 25 | 25 | 25| 25 | 25 2,5
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8. 2. SAP4 Gen Bolgesi Amplifikasyonu
Reaksiyon Karigimi,
e 0,5U Taq DNA polimeraz
e 200 pmol/L ANTP
e 10 pmol (her primerden)
e 2,5 mmol/L MgCl,
e 2,5ul 10X PZR tamponu
e 25ul DNA

Gen bdlgesinin tespitinde Lian ve arkadaslarinin ve Costa ve arkadaslarinin
yapmis olduklar1 ¢alismada kullandiklar1 primer dizileri kullanildi (Lian ve Liu, 2007;

Costa ve ark., 2010).

Tablo 13. SAP4 PZR’de kullanilan primer dizileri

Primer/Oligoniikleotid Ad1 | Primer/Oligoniikleotid Dizisi

Primer 1 5’--CATTCATTCCTTTAATACCGACTATC--3’

Primer 2 5’--GGTAACAAACCCTGTAGATCTTTTAA--3°

SAP4 gen bolgesi i¢in amplifikasyon programi,
e 94°C’de 3 dakika ilk denatiirasyon
e 94°C’de 30 saniye denatiirasyon
e 62°C’de 50 saniye primer baglanmasi 30 siklus
e 72°C’de 1 dakika primer uzamasi

e 72°C’de 5 dakika son uzama

8. 3. SAP4 Gen Bolgesi Elektroforezi

1X TBE tamponu ile hazirlanmis %2’lik agaroz jel kuyucuklarma 10 pl
amplifikasyon {irlinii ile 2 pl 6X yiikleme tamponu karistirilarak uygulandi. Jele 1 saat
120 V elektrik akimi uygulanarak DNA bantlarinin jelde yiiriimesi saglandi.
Elektroforez tamamlandiktan sonra jel, 0.5 pg/ml etidyum bromid i¢eren soliisyon ile 20
dakika boyand1 ve goriintiilleme cihazinda (Biorad) goriintiilendi. 100 bp DNA Leader
kullanilarak DNA bantlar1 karsilastirmal1 olarak incelendi ve kaydedildi.
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BULGULAR

1. HASTALARIN EPIDEMIYOLOJIiK DURUMLARINA AiT BILGILER

Calismada kullanmilan C. albicans suslari, Ondokuz Mayis Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi’ nin ¢esitli servislerinde yatmakta olan hastalarin kan 6rneklerinden
18 aylik bir donemde izole edildi.

Calismaya dahil edilen hastalarin 28’1 (%56) erkek, 22’si (%44) kadindi.

Hastalarin en kii¢iigli 1 aylikken en biiyiigii 83 yasindaydi. Yasa gore hastalarin
sayisindaki dagilim; 0-9 yas 18 (%36) hasta, 10-19 yas 3 (%6) hasta, 20-29 yas 3 (%6)
hasta, 30-39 yas 5 (%10) hasta, 40-49 yas 4 (%8) hasta, 50-59 yas 5 (%10) hasta, 60-69
yas 4 (%8) hasta, 70-79 yas 6 (%12) hasta ve >=80 yas 2 (%4) hasta seklindeydi. 0-9
yas grubundaki 18 hastanin 14 tanesi <=2 yasindaydi. Yas gruplarma yapilan tek
degiskenli diizende ki-kare analizine gore 0-9 yas diger yas araliklarina gére anlamli bir
sekilde daha riskli bulundu (X2 = 33,5; sd = 8; P<0,001).

Ornekler farkli sayilarda olmak iizere 15 farkli servisten toplanmustir. Servislere
gore ornek sayilarmin dagilimi; acil servis 2 (%4) 6rnek, beyin cerrahisi sevisi 5 (%10)
ornek, cocuk yogun bakim servisi 2 (%4) ornek, dahiliye sevisi 6 (%12) ornek,
enfeksiyon sevisi 1 (%2) 6rnek, genel cerrahi servisi 3 (%6) 6rnek, gogiis hastaliklari
servisi 8 (%16) ornek, genel pediatri servisi 6 (%12) 6rnek, kardiyoloji servisi 3 (%6)
ornek, kulak burun bogaz servisi 2 (%4) ornek, kadin hastaliklar1 ve dogum servisi 1
(%2) ornek, noroloji servisi 1 (%2) 6rnek, pediatrik enfeksiyon servisi 3 (%6) ornek, siit
cocugu servisi 2 (%4) 6rnek, yeni dogan servisi 5 (%10) 6rnek seklindeydi. Ornek
sayilar1 agisindan, servisler arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark bulunamadi.

Servislere gore ornek sayilar1 Sekil 1°de gosterilmistir.
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Acil BeyC CYB Dah Enf GCS GégH GPed Kard KEE KHD Néro PEnf SiitC YD

Acil: Acil servis, Bey C: Beyin cerrahisi servisi, CYB: Cocuk yogun bakim servisi, Dah: Dahiliye servisi,
Enf: Enfeksiyon servisi, GCS: Genel cerrahi servisi, G6g H: Gogiis hastaliklart servisi, G Ped: Genel
pediatri servisi, Kard: Kardiyoloji servisi, KBB: Kulak burun bugaz servisi, Noro: Noroloji servisi, P Enf:
Pediatrik enfeksiyon servisi, Siit C: Siit cocugu servisi, YD: Yeni dogan servisi

Sekil 1: Orneklerin toplandig1 hastalarin servis dagilimi

Calismaya aldigimiz hastalarin hastaneye yatis nedeni incelendiginde; 7’si
(%14) enfeksiyon (pnémoni [n=2], menenjit [n=1], kandidiazis [n=1], septisemi [n=1],
endokardit [n=1], USYE [n=1]), 16’s1 (%32) malignite, 2’si (%4) beyin damar
hastaliklart (SVO [n=1], SAK [n=1]), 2’si (%4) kardiyovaskiiler hastaliklar (mitral
kapak yetmezligi), 2’si (%4) enfeksiyon disi akciger hastaliklar1 (kronik solunum
yetmezligi [n=1], pulmoner emboli [n=1]), 2’si (%4) renal hastaliklar (bobrek
yetmezligi), 2’si (%4) karaciger hastaliklar1 (siroz [n=1], asit [n=1]), 2’si (%4)
hematolojik hastaliklar (DIC [n=1], demir eksikligi anemisi [n=1]), 3’0 (%6) travma
(servikal vertebra kirigr [n=1], kafa travmasi [n=1], travma [n=1]), 5’1 (%10)
gastrointestinal sistem hastaliklar1 (ileus [n=1], GORH [2], &zefagus perforasyonu
[n=1], akut batin [n=1]), 2’si (%4) konjenital malformasyon (mesane ekstrofisi [n=1],
konjenital malformasyon [n=1]) ve 5’i (%10) diger (prematiirite [n=1], NBA [n=1],
kistik fibrozis [n=1], immiin yetmezlik [n=1], polinéropati [n=1]) olarak gruplandirildu.
Hastalarin hastaneye yatis nedenlerine yapilan, tek degiskenli diizende ki-kare analizine
gore malignite diger yatis nedenlerine goére anlamli bir sekilde daha riskli bulundu (X2 =
44,1; sd = 11; P<0,001).

Calismada kullanilan 50 adet C. albicans susunun izole edildigi hastalarin klinik

ve epidemiyolojik verileri Tablo 14’de gosterilmistir.
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Tablo 14. Orneklerin izole edildigi hastalara ait klinik ve epidemiyolojik veriler

o ) Yatis | Taburcu | Izolasyon
No | Cinsiyet | Yas | Servis o o o Tam
Tarihi Tarihi Tarihi
1 E 38 | GogH | 07.02.07 | 03.05.07 | 24.04.07 | Pulmoner emboli
2 K 2 G Ped | 25.04.07 | 21.05.07 | 02.05.07 Pneumoni
3 E 8 Bey C | 21.04.07 | 07.06.07 | 10.05.07 Pneumoni
4 E 68 Acil | 28.06.07 | 14.09.07 | 02.08.07 Pankreas CA
5 K 13 P Enf | 18.07.07 | 20.08.07 | 06.08.07 Siroz
6 E 65 Dah | 06.07.07 | 13.09.07 | 10.08.07 Ozefagus CA
7 K 65 Dah | 25.05.07 | 17.08.07 | 15.08.07 Pankreas CA
K 33 | KHD |01.08.07 | 22.08.07 | 20.08.07 | etroperiton
malign neoplazmi
E 33 | BeyC | 12.05.07 | 10.09.07 | 24.08.07 SVvO
10 K 7 P Enf | 09.08.07 | 25.09.07 | 27.08.07 DIC
11 K 1 YD 15.07.07 | 03.10.07 | 27.08.07 Prematiire
12 E 25 | BeyC | 23.08.07 | 12.09.07 | 10.09.07 SAK
13 E 75 | GogH | 13.06.07 | 22.02.08 | 17.09.07 Akciger CA
14 E 1 CYB | 06.09.07 | 14.10.07 | 17.09.07 Menenjit
15 E la | GPed | 28.09.07 | 04.10.07 | 05.10.07 NBA
16 K 39 | Kard |07.10.07 | 04.12.07 | 17.10.07 Bébrek
yetmezligi
Bobrek malign
17 K 3 G Ped | 04.10.07 | 23.10.07 | 25.10.07 .
neoplazmi
18 E 11a YD | 04.10.07 | 13.11.07 | 30.10.07 Kandidiazis
19 E 47 | GogH | 24.10.07 | 21.11.07 | 14.11.07 Ozefagus CA
20 E 65 KBB | 15.10.07 | 22.11.07 | 14.11.07 Larinks CA
21 E 83 GCS | 18.10.07 | 14.11.07 | 16.11.07 Ileus
22 E 1 | GPed | 15.11.07 | 27.12.07 | 26.11.07 | Demir eksikligi
anemisi
23 E 43 Dah | 14.10.07 | 25.11.07 | 03.12.07 Mide CA
24 K 19 GCS | 01.11.07 | 14.03.08 | 05.12.07 Kolon CA
25 E 44 KBB | 18.10.07 | 30.12.07 | 17.12.07 Larinks CA
26 K 58 Acil |24.11.07 | 19.12.07 | 19.12.07 Serviks CA
27 E 57 | GogH | 05.12.07 | 09.01.08 | 24.12.07 Ozefagus CA
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Tablo 14. ‘Devam’ Orneklerin izole edildigi hastalara ait klinik ve epidemiyolojik veriler

28 E 11a | CYB [29.11.07 [ 14.02.08 | 10.01.08 Septisemi
29 K 53 | Enf |07.01.08 | 16.04.08 | 15.02.08 | Mitral kapak
yetmezligi
30 K 81 | GogH |29.01.08 | 10.03.08 | 11.03.08 | Kronik solunum
yetmezligi
31 E 78 | Kard | 20.02.08 | 10.04.08 | 14.04.08 | Karaciger CA
32 E 28 | GogH | 28.04.08 | 29.07.08 | 29.05.08 Endokardit
33 K 75 | GogH | 29.05.08 | 16.06.08 | 04.06.08 Ozefagus
perforasyonu
34 E 5a YD | 20.05.08 | 05.06.08 | 05.06.08 | Mesane ekstrofisi
35 K 77 | Dah |24.04.08 | 10.06.08 | 09.06.08 Assit
36 K 4 | GPed | 11.06.08 | 31.07.08 | 14.07.08 USYE
37 K 29 | BeyC | 09.07.08 | 19.08.08 | 22.07.08 Sefv“g' vertebra
1181
38 K 56 | Dah | 08.07.08 | 06.08.08 | 30.07.08 | Pankreas CA
39 E 2a | YD |28.06.08|01.11.08| 31.07.08 | Kistik fibrozis
40 K 1 | SutC |20.05.08 | 17.12.08 | 04.08.08 | Immiin yetmezlik
41 E 71 | Kard |27.07.08 | 06.08.08 | 08.08.08 | Mitral kapak
yetmezligi
42 E 2 | SitC | 26.07.08 | 20.08.08 | 11.08.08 Travma
43 K 58 | GCS |25.07.08 | 10.08.08 | 11.08.08 Bébrek
yetmezligi
44 E la | YD |29.07.08 | 16.09.08 | 11.08.08 Konjenital
malformasyon
45 K 31 | GogH | 22.07.08 | 07.10.08 | 22.08.08 Akut batin
46 E 2 | PEnf | 28.07.08 | 22.09.08 | 22.08.08 GORH
47 E 19 | Bey C | 22.07.08 | 20.10.08 | 26.08.08 Kafa travmasi
48 E 2 | GPed | 22.08.08 | 30.08.08 | 29.08.08 GORH
49 K 44 | Dah |29.07.08 | 01.09.08 | 01.09.08 Over CA
50 K 75 | Noro | 28.08.08 | 10.10.08 | 22.09.08 Polindropati

a: Ay, E: Erkek, K: Kadin

SVO: Serebro Vaskiiler Olay, DIC: Dissemine intravaskiiler Koagiilasyon, SAK: Subaraknoid Kanama,
NBA: Nedeni Bilinmeyen Ates, USYE: Ust Solunum Yolu Enfeksiyonu, GORH: Gastro Ozefagial Reflii
Hastalig1

Gog H: Gogiis Hastaliklari, G Ped: Genel Pediatri, Bey C: Beyin Cerrahisi, P Enf: Pediatrik Enfeksiyon,
Dah: Dahiliye, KHD: Kadin Hastaliklar1 ve Dogum, YD: Yeni Dogan, CYB: Cocuk Yogun Bakim, Kard:
Kardiyoloji, KBB: Kulak Burun Bogaz, GCS: Genel Cerrahi Servisi, Enf: Enfeksiyon, Siit C: Siit
Cocugu, Noro: Noroloji
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2. RISK FAKTORLERININ DAGILIMI

Calismaya alinan hastalar, C. albicans enfeksiyonu olusumuna neden olabilecek
risk faktorlerinin varligi yoniinden incelenmistir. Bu amagla hastalar; antibiyotik
tedavisi, cerrahi girisimler, endotrakeal entiibasyon, hemodiyaliz, kateter varligi, total
parenteral nutrisyon, sonda varligi, trakeostomi ve yogun bakimda kalmasi yoniinden
aragtirtlmistir. Buna gore hastalarin; 41’inde (%82) antibiyotik tedavisi, 8’ine (%16)
cerrahi girisim, 8’ine (%16) endotrakeal entiibasyon, 5’ine (%10) hemodiyaliz, 22’sine
(%44) Kkateter, 40’1na (%80) total parenteral nutrisyon, 25’ine (%50) sonda, 1’ine (%2)

trakeostomi ve 19’una (%38) yogun bakim, uygulamas1 yapilmistir.

Ant (41} Cer (38) EE (8) HD (5} Kat(22) TPN(40) Son (25} Tra(1) YB (19}

Ant: Antibiyotik tedavisi, Cer: Cerrahi girisim, EE: Endotrakeal entiibasyon, HD: Hemodiyaliz, Kat:
Kateter, TPN: Total parenteral nutrisyon, Son: Sonda, Tra: Trakeostomi, YB: Yogun bakim

Sekil 2. Enfeksiyon olusumuna neden olabilecek risk faktdrlerinin dagilimi

Calismaya alinan hastalardan bir tanesinde enfeksiyonu olusumuna neden
olabilecek risk faktorlerinden higbiri mevcut degilken, 6 hastada 1, 10 hastada 2, 10
hastada 3, 10 hastada 4, 8 hastada 5, 2 hastada 6, 3 hastada 7 farkli risk faktorii ayni
anda belirlenmistir. Hastalardan hi¢ birinde 8 ve 9 risk faktorii aynmi anda tespit
edilmemistir.

Calismaya alinan hastalarda C. albicans enfeksiyonu olusumuna neden

olabilecek risk faktorleri toplu olarak Tablo 15’de verilmistir.
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Tablo 15. C. albicans enfeksiyonu olusumuna neden olabilecek risk faktorleri

Hasta | Ant Cer EE HD Kat TPN Son Tra YB
No
1 + + +
2 + + + + +
3 + + + + + +
4 + + + +
5 + + + + +
6 + + + +
7 + + + +
8 + + +
9 + + + + +
10 + + +
11 + +
12 + +
13 + + + + + + +
14 + + + +
15 + + +
16 + + + + + + +
17 + + + + + + +
18 + +
19 + + + + +
20 + +
21 +
22 + + + + +
23 +
24 +
25 + +
26 + + +
27 + + +
28 + + + +
29 + + + + + +
30 + + + + +
31 + +
32 + + + + +
33 + +
34 +
35 + + +
36 + + + +
37 + + +
38 + +
39 + + + +
40 + +
41 + +
42 + + + +
43 +
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Tablo 15. ‘Devam’ C. albicans enfeksiyonu olusumuna neden olabilecek risk faktorleri

44 +

45

46

+

+ |+ [+ +

47

48

|+ |+ +

49 + +

50

Ant: Antibiyotik, Cer: Cerrahi, HD: Hemodiyaliz, EE: Endotrakeal Entiibasyon, Kat: Kateter, TPN: Total
Parenteral Nutrisyon, Son: Sonda, Tra: Trakeostomi, YB: Yogun Bakim

3. FENOTIPIK TANIMLAMA

Kan kiiltiirlerinden izole edilen Candida suslar1 germ tiip testi, piring ekstresi-
Tween 80 agar, kromojenik besiyeri ve ID 32 C maya identifikasyon sistemi
kullanilarak tiir tayini yapildi ve bu yontemlerle belirlenen 50 C. albicans susu

calismaya dahil edildi.

4. GENOTIPIK TANIMLAMA
4. 1. EO3 PZR Optimizasyon Sonuclar:
4.1.1. EO3 PZR Magnezyum Kloriir Optimizasyonu

PZR amplifikasyonu i¢in en ideal MgCl, miktarini tespit edebilmek amaciyla 2-
6 ul konsantrasyon araligi ¢alisildi. En iyi bant profili veren 2,5 ul (1,25 mM) MgCl;
caligmalarda kullanildi. Sekil 3’de MgCl, optimizasyonu bant profilleri gosterilmistir.
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Sekil 3. EO3 PZR magnezyum kloriir optimizasyonu jel goriintiisii (M: Marker, NK: DNA i¢cermeyen
negatif kontrol) (Miktarlar mM olarak verilmistir)

4.1.2. EO3 PZR Primer Baglanma Isis1 Optimizasyonu

PZR amplifikasyonu i¢in en ideal baglanma 1s1 derecesini tespit edebilmek
amaciyla, 50-60°C arasindaki 1s1 degerleri denendi. Farkli 1s1 degerleri arasinda énemli
bir fark goriilmezken baglanma 1s1s1 56°C olarak belirlendi. Belirli sicaklik araliklarinda

olusan bant profili goriintiileri Sekil 4’de gosterilmistir.

gggg M 500 503 508 517 530 544 558 57.3 59.0 60.0 NK
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Sekil 4. EO3 PZR primer baglanma 1s1s1 optimizasyonu jel goriintiisii (M: Marker, NK: DNA igermeyen
negatif kontrol)
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4. 2. izolatlarin EO3 PZR Sonuclar

Magnezyum kloriir ve baglanma 1s1s1 optimizasyonu yapildiktan sonra ¢alismaya
dahil edilen 50 adet C. albicans susunda PZR yo6ntemi ile EO3 gen bolgesinin varligi
arastirildi. Fenotipik yoOntemlerle C. albicans olarak tiplendirilen suslar genotipik
yontemlerle desteklenerek dogrulandi. PZR yontemi ile belirlenen suslardaki 125 bp’lik
gen bolgeleri Sekil 5 ve 6’da verilmistir.

O 0 2 13 11 |5 1165 R 71 SR O 2 O 205022 i 230 124« 25

- -
- -
- -
- =
--

Sekil 5. 1-25 no’lu suslarin EO3 PZR jel goriintiisii (M: Marker)

26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

Sekil 6. 26-50 no’lu suslarin EO3 PZR jel goriintiisii (M: Marker)
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5. AP-PZR SONUCLARI
5. 1. AP-PZR Optimizasyon Sonuclari
5.1. 1. AP-PZR Magnezyum Kloriir Optimizasyonu

AP-PZR amplifikasyonu i¢in en ideal MgCl, miktarin1 tespit edebilmek
amaciyla 1-10 pl miktarlar1 ¢alisildi. En ideal konsantrasyon 7 ul (3,5 mM) olarak
bulundu. Sekil 7°de magnezyum kloriir konsantrasyonlarinin farkli bant profilleri

gosterilmistir.
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Sekil 7. AP-PZR magnezyum kloriir optimizasyonu jel goriintiisii (M: Marker, NK: DNA icermeyen
negatif kontrol) (Miktarlar mM olarak verilmistir)

5.1. 2. AP-PZR Primer Baglanma Isis1 Optimizasyonu

AP-PZR amplifikasyonu i¢cin en ideal baglanma 1sisim1 tespit edebilmek
amactyla 40-50°C arasindaki degerler calisildi ve bu 1s1 araliklarinda 50°C en uygun
baglanma 1sis1 olarak belirlendi. Belirli sicaklik araliklarinda olusan bant profili

goriintiileri Sekil 8’da gosterilmistir.
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Sekil 8. AP-PZR primer baglanma 1sis1 optimizasyonu jel goriintiisii (M: Marker, NK: DNA i¢ermeyen
negatif kontrol)

5. 2. izolatlarin AP-PZR Sonuclari
Magnezyum kloriir ve primer baglanma 1sis1 optimizasyonu yapildiktan sonra

orneklerin AP-PZR yontemi ile tiplendirme sonuglar1 Sekil 9 ve 10’da verilmistir.
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Sekil 9. 1-25 no’lu suslarin AP-PZR jel goriintiisii (M: Marker)
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M 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

Sekil 10. 26-50 no’lu suslarin AP-PZR jel goriintiisii (M: Marker)

AP-PZR sonucu, bant profillerinin analiz edilmesi ile elde edilen dendogram
Sekil 11°de verilmektedir.
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Sekil 11. AP-PZR sonucu bant profillerinden elde edilen dendogram
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Tablo 16. AP-PZR yontemi ile belirlenen genotipik olarak ayni yada benzer olan suglar

Izolat No Genotip %96-100 uyum %90-95 uyum
18 R8Aa v v
20 R8Ab v v
19 RSB v
12 R8C v
39 R6Aa v v
8 R6Ab v v
31 R6B v
42 R10A v
44 R10B v
16 R10Ca v v
34 R10Cb v v
35 R20Aa v v
45 R20Ab v v
40 R16Aa v v
41 R16Ab v v
29 R16B v
28 R16C v
15 R2A v
2 R2B v
14 R7A v
9 R7B v
27 R4A v
5 R4B v

1 R1Aa v v
3 R1Ab v v
21 R12Aa v v
49 R12Ab v v
22 R12B v
23 R12C v
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Tablo 16. ‘Devam’ AP-PZR yontemi ile genotipik olarak ayni yada benzer olan suslar

48 R26A v
50 R26B v
46 R25Aa v v
47 R25Ab v v
10 R5Aa v v
6 R5Ab v v
7 R5AC v v
11 R5B v

Hastanemizde yatmis olan hastalarin kan kiiltlirlerinden izole edilen 50 C.
albicans izolati AP-PZR yontemi ile 26 genotipe ayrilmistir. Ayni genotipe sahip olan
suslar (benzerlik katsayis1 %96-100 arasi); 18=20 (genotip R8A), 39=8 (genotip R6A),
16=34 (genotip R10C), 35=45 (genotip R20A), 40=41 (genotip R16A), 1=3 (genotip
R1A), 21=49 (genotip R12A), 46=47 (genotip R25A), 10=6=7 (genotip R5A)
seklindeydi. Benzer genotipe sahip olan suslar (benzerlik katsayis1 %90-95 arasi);
18=20-19-12 (genotip R8), 39=8-31 (genotip R6), 42-44-16=34 (genotip R10), 40=41-
29-28 (genotip R16), 15-2 (genotip R2), 14-9 (genotip R7), 27-5 (genotip R4), 21=49-
22-23 (genotip R12), 48-50 (genotip R26), 10=6=7-11 (genotip R5) seklindeydi.

AP-PZR yonteminin ayirim giicii Hunter ve Gaston’un formiiliine gore

hesaplandiginda DI=0.9673 olarak bulundu.

6. PFGE SONUCLARI

Elektroforez optimizasyonu icin yapilan (volt, baslangic ve bitis zamanlari,
toplam siire ve agaroz konsantrasyonu gibi) farkli denemeler sonucunda en uygun
sartlar belirlendi. Buna gére PFGE kosullar1 4 V, 48 saat, 90-325 sn, %1 agaroz, 120°,
0.5X TBE buffer olarak uygulandi. Markir olarak Saccharomyces cerevisiae kullanildi.
Elektroforez sonrasi jeller 0,5 pg/ml etidyum bromid igeren soliisyon ile 20 dakika
boyandi ve goriintiileme cihazinda incelendi. Tiim suslarin PFGE goriintiileri Sekil 12,

13, 14 ve 15’°de verilmektedir.
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Sekil 12. 1-14 no’lu suslarin PFGE jel goriintiisii (Sc: Saccharomyces cerevisiae)

Sc 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

— e e 0 v e e w0 e

2.2

1.6

1.2
1.0

Sekil 13. 15-28 no’lu suslarin PFGE jel goriintiisii (Sc: Saccharomyces cerevisiae)
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Sc 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

Sekil 14. 29-42 no’lu suslarin PFGE jel goriintiisii (Sc: Saccharomyces cerevisiae)

Sc 43 44 45 46 47 48 49 50
—

2.2

1.6

1.2
1.0

Sekil 15. 43-50 no’lu suslarin PFGE jel goriintiisii (Sc: Saccharomyces cerevisiae)
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Sekil 16. PFGE sonucu bant profillerinden elde edilen dendogram
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Tablo 17. PFGE yontemi ile genotipik olarak ayni bulunan suglar

Izolat No Genotip
6,7 PS
39,40 P33
32,42 P26
12,21 P10
24,28 P19
1,17,18,3 P1
16, 44 P14

Hastanemizde yatmis olan hastalarin kan kiiltlirlerinden izole edilen 50 C.
albicans izolatt PFGE-EK yontemi ile 41 genotipe ayrilmistir. Ayni genotipe sahip olan
suslar; 6=7 (genotip P5), 39=40 (genotip P33), 32=42 (genotip P26), 12=21 (genotip
P10), 24=28 (genotip P19), 1=17=18=3 (genotip P1), 16=44 (genotip P14) seklindeydi.
PFGE-EK yonteminin aymrim giici Hunter ve Gaston’un formiiliine gore

hesaplandiginda DI=0,9902 olarak bulundu.

7. SAP4 PZR SONUCLARI
7. 1. SAP4 PZR Optimizasyon Sonuglari
7.1. 1. SAP4 PZR Magnezyum Kloriir Optimizasyonu

PZR amplifikasyonu i¢in en ideal MgCl, miktarini tespit edebilmek amaciyla 1-
5 pul konsantrasyon araligi calisildi. En iyi bant profili veren 2 ul (2mM) MgCl,
caligmalarda kullanildi. Sekil 17°de MgCl, miktari optimizasyonu bant profilleri

gosterilmistir.
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Sekil 17. SAP4 PZR magnezyum kloriir optimizasyonu jel goriintiisii (M: Marker, NK: DNA igermeyen
negatif kontrol) (Miktarlar mM olarak verilmistir)

7.1. 2. SAP4 PZR Primer Baglanma Isis1 Optimizasyonu

PZR amplifikasyonu i¢in en ideal baglanma 1s1 derecesini tespit edebilmek
amaciyla, 55-70 °C arasindaki 1s1 degerleri denendi ve en uygun baglanma 1s1s1 56 °C
olarak belirlendi. Belirli sicaklik araliklarinda olusan bant profili gériintiileri Sekil 18’de

gosterilmistir.

M 555 565 57.8 595 614 634 654 67.6 69.0 703 NK
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Sekil 18. SAP4 PZR primer baglanma isist optimizasyonu jel goriintiisii (M: Marker, NK: DNA
icermeyen negatif kontrol)

7. 2. izolatlarin SAP4 PZR Sonuclar

Magnezyum kloriir ve primer baglanma 1sisimin  optimum degerleri
belirlendikten sonra, 50 adet C. albicans susunda PZR yontemi ile SAP4 gen bélgesinin
varlig aragtirildi. Tiim suslara ait SAP4 gen bolgesinin elektroforez sonuglart Sekil 19,
20, 21, 22 ve 23’de goriilmektedir.
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— 156bp

Sekil 19. 1-10 no’lu suslarin SAP4 PZR jel goriintiisii

2000 M 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 NK
2000
1500
1200
1031
900
800
700
600
500
400
300
200

156bp

100

Sekil 20. 11-20 no’lu suslarin SAP4 PZR jel goriintiisii
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1500 M 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 NK

156bp

Sekil 21. 21-30 no’lu suslarin SAP4 jel goriintiisii

3000
2000 M 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 NK
1200
1031
900
800
700
600
500
400
300
200

— 156bp

100

Sekil 22. 31-40 no’lu suslarin SAP4 jel goriintiisii
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M 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 NK

156bp

Sekil 23. 41-50 no’lu suslarin SAP4 jel goriintiisii
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Tablo 18. Servis, izolasyon tarihi, AP-PZR genotipi, PFGE genotipi ve SAP4 geni varliginin
karsilagtiritlmasi

Hasta No Servis IZOlas_y(_m AP-PZR PEFGE SAP4
Tarihi
1 GogH 24.04.07 R1Aa Pla +
2 G Ped 02.05.07 R2B P2 +
3 Bey C 10.05.07 R1Ab P1b +
4 Acil 02.08.07 R3 P3 +
5 P Enf 06.08.07 R4B P4 +
6 Dah 10.08.07 R5Ab P5a +
7 Dah 15.08.07 R5AC P5b +
8 KHD 20.08.07 R6ADb P6 +
9 Bey C 24.08.07 R7B P7 +
10 P Enf 27.08.07 R5Aa P8 +
11 YD 27.08.07 R5B P9 +
12 Bey C 10.09.07 R8C P10a +
13 Gog H 17.09.07 R9 P11 +
14 CYB 17.09.07 R7A P12 +
15 G Ped 05.10.07 R2A P13 +
16 Kard 17.10.07 R10Ca Pl4a +
17 G Ped 25.10.07 R11 P1b +
18 YD 30.10.07 R8Aa Plc +
19 GogH 14.11.07 R8B P15 +
20 KBB 14.11.07 R8ADb P16 +
21 GCS 16.11.07 R12Aa P10b +
22 G Ped 26.11.07 R12B P17 +
23 Dah 03.12.07 R12C P18 +
24 GCS 05.12.07 R13 P19a +
25 KBB 17.12.07 R14 P20 +
26 Acil 19.12.07 R15 P21 +
27 GogH 24.12.07 R4A P22 +
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Tablo 18. ‘Devam’ Servis, izolasyon tarihi, AP-PZR genotipi, PFGE genotipi ve SAP4 geni varliginin

karsilagtiritlmasi

28 CYB 10.01.08 R16C P19b
29 Enf 15.02.08 R16B P23
30 GogH 11.03.08 R17 P24
31 Kard 14.04.08 R6B P25
32 GogH 29.05.08 R18 P26a
33 GogH 04.06.08 R19 P27
34 YD 05.06.08 R10Cb P28
35 Dah 09.06.08 R20Aa P29
36 G Ped 14.07.08 R21 P30
37 Bey C 22.07.08 R22 P31
38 Dah 30.07.08 R23 P32
39 YD 31.07.08 R6Aa P33a
40 Stit C 04.08.08 R16Aa P33b
41 Kard 08.08.08 R16Ab P34
42 Siit C 11.08.08 R10A P26b
43 GCS 11.08.08 R24 P35
44 YD 11.08.08 R10B P14b
45 GogH 22.08.08 R20Ab P36
46 P Enf 22.08.08 R25Aa P37
47 Bey C 26.08.08 R25Ab P38
48 G Ped 29.08.08 R26A P39
49 Dah 01.09.08 R12Ab P40
50 Noro 22.09.08 R26B P41
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TARTISMA

Candida tiirleri dogada yaygin olarak bulunan ve 6nemli enfeksiyonlara yol
acabilen mikroorganizmalardir. Tibbi 6nemi bulunan ¢ok sayida Candida tiiri
bulunmakla beraber enfeksiyonlara en sik neden olan tiir C. albicans’tir (Tiimbay, 1999;
Tiinger ve ark., 2005; Tiimbay, 2009). Diinyada ve iilkemizde yapilan degisik
calismalarda gerek yogun bakim tinitelerinde gerekse servislerde C. albicans oranlari,
albicans dis1 Candida tiirlerine gore daha fazla olarak belirlenmistir (Pappas ve ark.,
2003; Pasqualotto ve ark., 2005; Yapar ve ark., 2005; Yiicesoy ve ark., 2006).

Candida’lar ¢esitli viicut bolgelerinde bulunabilen firsatc1  patojen
mikroorganizmalardir ve birtakim nedenlerle bagisiklik savunmasi bozuk hastalarda
yiiksek mortalite oran1 gosteren enfeksiyonlara neden olabilirler (Erbakan, 1989; Acar
ve ark., 2008; Tiimbay, 2009).

Candida’ya bagl enfeksiyonlarin gelisimine yol acan hazirlayici faktorler;
yogun bakim {initesinde yatis, malignite, cerrahi miidehale, tiriner kateter, santral vendz
kateter, mekanik ventilasyon total parenteral niitrisyon ve genis spektrumlu antibiyotik
kullanim1 seklinde siralanabilir (Pappas ve ark., 2003; Pasqualotto ve ark., 2005; Yapar
ve ark., 2005).

Pappas ve arkadaslarinin Amerika Birlesik Devletlerinde yaptiklari cok merkezli
bir calismada kandidemili hastalarin epidemiyolojisi hakkinda genis kapsamli veriler
ortaya koymuslardir. Bu c¢alismada kadin ve erkek orani sirasiyla %45, %55
seklindeydi. Calismada arastirilan risk faktorlerinin bazilarinin oranlari; %90 antibiyotik
tedavisi, %36 cerrahi girisim, %50 endotrakeal entiibasyon, %12 hemodiyaliz, %95
kateter, %53 total parenteral nutrisyon, %60 sonda uygulamasi seklinde siralanabilir
(Pappas ve ark., 2003).

Bu konuda {iilkemizde yapilan calismalardan Yapar ve arkadaslar1i 4 yillik
periyotta 104 kandidemili hastayr degerlendirmeye almiglardir. Calismada kadin ve
erkek orani sirasiyla %40.4, %59.6 seklindeydi. Calismada arastirilan risk faktorlerinin
bazilarmin oranlari; %76.9 antibiyotik tedavisi, %51.9 cerrahi girisim, %11.5
hemodiyaliz, %71.2 kateter, %55.8 total parenteral nutrisyon, %73.1 sonda ve %44.2
yogun bakim uygulamasi seklindedir (Yapar ve ark., 2005).



Bizim ¢alismamiza alinan hastalarin 22°si (%44) kadin, 28’1 (%56) erkektir. Bu
hastalar C. albicans enfeksiyonu olusumuna neden olabilecek risk faktorlerinin varlig
yoniinden incelendiginde; 41’inde (%82) antibiyotik tedavisi, 8’ine (%16) cerrahi
girisim, 8’ine (%16) endotrakeal entiibasyon, 5’ine (%10) hemodiyaliz, 22’sine (%44)
kateter, 40’mna (%80) total parenteral nutrisyon, 25’ine (%50) sonda, 1’ine (%?2)
trakeostomi ve 19°una (%38) yogun bakim, uygulamas: yapildig: belirlenmistir. Invazif
kandidiyaz hastalara bakildiginda hemen hemen hepsinde bir veya daha fazla risk
faktoriiniin olabilecegi bilinmektedir (Akalin, 2008). Calismaya dahil ettigimiz
hastalardan yalnizca bir tanesinde hicbir risk faktoriine rastlanmazken, diger hastalarda
ise en az bir ve en fazla yedi olmak {izere gesitli risk faktorleri tespit edilmistir.

Candida enfeksiyonu goriilen hastalarin  hastaneye yatis nedenlerinin de
degerlendirildigi ¢alismalar mevcuttur (Boo ve ark., 2005; Yapar ve ark., 2005; Acar ve
ark., 2008). Acar ve arkadaslarinin yogun bakim iinitelerinde saptanan Candida
enfeksiyonlarmin epidemiyolojik 6zelliklerinin arastirildigi calismada, hastalarin
hastaneye yatis nedenlerini; %39.6’s1 enfeksiyon, %14.6’s1 malignite, %10.4 beyin
damar hastaliklari, %8.3 kardiyovaskiiler hastaliklar, %10.4 enfeksiyon dis1 akciger
hastaliklari, %8.3 renal hastaliklar ve %8.3 yanik olarak gruplandirmislardir (Acar ve
ark., 2008).

Calismaya dahil ettigimiz hastalarin hastaneye yatis nedenleri incelendiginde;
7’si (%14) enfeksiyon, 16’s1 (%32) malignite, 2’si (%4) beyin damar hastaliklari, 2’si
(%4) kardiyovaskiiler hastaliklar, 2’si (%4) enfeksiyon dis1 akciger hastaliklari, 2’si
(%4) renal hastaliklar, 2’si (%4) karaciger hastaliklari, 2’si (%4) hematolojik
hastaliklar, 3’1 (%6) travma, 5’1 (%]10) gastro intestinal sistem hastaliklari, 2’si (%4)
konjenital malformasyon ve 5’1 (%10) diger hastaliklar, olarak gruplandirilmistir.
Hastaneye yatis nedenleri i¢inde malignite %32 ile ilk sirada yer alirken %14 ile
enfeksiyon ikinci, %10 ile gastro intestinal sistem hastaliklar {igiincii sirada yer almistir.
Malignite diger hastaliklardan istatistiki olarak anlamli sekilde fazla bulundu. Bu durum
bize immiin sistemi baskiladigi bilinen malignitenin C. albicans enfeksiyonlari
acisindan onemli bir risk faktorii olabilecegini gdstermektedir.

Tiim nozokomiyal kan dolasimi enfeksiyonu etkenlerinin %8-10’unu olusturan

Candida tiirleri mortaliteyi ve hastanede kalis siiresini 6nemli sekilde artirmaktadir. C.
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albicans, klinik orneklerden en sik izole edilen mayadir ve kandidemilerin %50-
70’inden sorumludur (Senger ve Arslan, 2009).

Mikoloji laboratuvarlarinda molekiiler yontemlerin kullanilmasinin esas amaci,
patojen mantarin klinik 6rnekte kiiltlirii yapilmadan once saptanmasi ve/veya geleneksel
yontemlerle kiiltiirde iiretilmis olan mantarin hizli tanimlanmasidir (Saribas ve Arikan,
2006).

Susever ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 calismada; 50 klinik ornek, es
zamanli olarak molekiiler (PZR) ve konvansiyonel (direkt mikroskopi ve Kkiiltiir)
yontemleriyle incelenerek degerlendirilmistir. PZR yontemi, mantarlarin ITS1, ITS2,
ITS3, ITS4, 5.8S rDNA ve 28S rDNA bdlgelerinden secilen genel ve tire 6zgi
primerler kullanilarak uygulanmistir. Calismada sonug olarak, konvansiyonel yontemler
g6z ardi edilmeksizin, invazif mantar enfeksiyonlarinin tanisinda duyarlihigi yiiksek
bulunan PZR temelli testlerin kullanilmasinin uygun olacagt yorumu yapilmistir
(Susever ve Yegenoglu, 2011).

Bizim g¢alismamizda, konvansiyonel yontemlerle C. albicans olarak tanimlanan
suglarin PZR yontemiyle dogrulanmasi i¢in Miyakawa ve arkadaslariin C. albicans’in
EO3 gen bolgesinden sectikleri 125 bp’lik tiir-spesifik bolgeyi cogaltan primerler tercih
edilmistir (Miyakawa ve ark., 1993). Ekstraksiyon i¢in Otlu’nun tanimlamis oldugu
protokol kullanilirken, PZR karisimi modifiye edilerek galisildi (Otlu, 2004). Sonug
olarak hem fenotipik hem de genotipik yontemlerle C. albicans olarak tanimlanan suslar
calismaya dahil edildi.

Candida ile iligkili kan dolasimi enfeksiyonlarinin en sik etkeni olan C. albicans
genellikle endojen patojen olarak diisiiniilse de ekzojen bulag olabilecegide
bildirilmektedir (Akalin, 2008; Senger ve Arslan, 2009). Enfeksiyon etkeni suslar ister
endojen ister ekzojen olsun kaynagmin ve olasi gegis yollarinin belirlenmesi,
enfeksiyonla miicadelenin en 6nemli basamagini olusturmaktadir. Bu nedenle etken
suslarin fenotipik ya da molekiiler yontemler kullanilarak tiplendirilmesi gerekmektedir
(Ener, 1999; Koksal, 1999). Bununla birlikte genotipik yada molekiiler tiplendirme
metodlari, fenotipik yontemlerin yerini almistir (Forbes ve ark., 2007).

Tiplendirmede kullanilacak molekiiler yontemler segilirken; miimkiin oldugunca
genis mikroorganizma grubuna uygulanabilir olmasi, yliksek ayrim giicii ve

tekrarlanabilir 6zelliklere sahip olmasi, sonuglart kolayca yorumlanabilir olmasi, kolay
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uygulanabilir olmasi, maliyetinin diisiik olmasi, yer ve zaman bagimliligi olmaksizin
her ¢alismada ayni sonuglari iiretmesi, gibi 6zellikler dikkate alimahidir (Koksal, 1999;
Durmaz, 2001).

Giliniimlizde mikrobiyoloji laboratuarlarinda en c¢ok kullanilan molekiiler
tiplendirme metodlari; PZR-RFLP, REP-PZR, RAPD, AFLP, dizi analizi, PFGE,
southern hibridizasyon yontemi ve ribotipleme (rDNA-RFLP) seklinde siralanabilir
(Koksal, 1999; Durmaz, 2001).

DNA fingerprint igin popiiler bir metod olan, rasgele amplifiye edilmis
polimorfik DNA (random amplified polymorphic DNA) (RAPD) yontemi diisiik
sicakliktaki ortamda genomik DNA’y1 amplifiye etmek igin tek, kisa, rasgele se¢ilmis
bir primer kullanilarak yapilir (Ari, 2004; Dolapgi, 2006; Mahlen, 2007). Primerler
genel olarak 10 niikleotid uzunlugunda olacak sekilde dizayn edilir (Yagci, 2001;
Mahlen, 2007; Saragli, 2008; Akbas, 2009). Cesitli calismalarda C. albicasn’larin
RAPD ile molekiiler tiplendirilmesinde kullanilmis ¢ok sayida primer mevcuttur (Marol
ve Yicesoy, 2007; Kuzucu ve ark. 2008; Saran ve ark., 2008; Bacelo ve ark., 2009;
Giiltekin ve ark., 2011; Yiiksekkaya ve ark., 2011).

Saran ve arkadaslari yapmis olduklar1 ¢alismada 109 C. albicans klinik
izolatlatinin RAPD yontemiyle genotiplendirilmesinde kullanilan 10 farkli primerin
ayirmm giicii karsilastirilmustir. izolatlar kullanilan primerlere gére 1-16 arasinda bant
olusturmuglar ve 41-80 arasinda genotipe ayrilmislardir. RAPD ydnteminin ayirim
giicii, tiim primerler i¢in giivenilir deger olarak kabul edilen > 0.90 (0.90-0.99 arasinda)
olarak bulunmustur. Ancak yontemin tekrarlanabilirligi zayif olarak degerlendirilmistir
ve yontemin, az sayida izolatin degerlendirildigi kiigiik salginlari arastirmada daha
uygun olacagi yorumunu yapmislardir (Saran ve ark., 2008).

Kuzucu ve arkadaslari, medikal bir merkezin yenidogan ve pediatrik yogun
bakim fiinitelerinden izole edilen Candida tiirlerinin dagilimi, antifungal duyarlilik ve
klonal iliskisini arastirmislardir. Bir yillik takip sonunda 15 C. albicans olmak tizere 28
Candida elde etmisler ve bu izolatlarin klonal yakinliklarinin tespitinde elektroforetik
karyotipleme ve AP-PZR kullanmislardir. AP-PZR’de kullandiklari M13 primer
sayesinde her izolatin tiplendirilebilmesi i¢in yeterli sayida (>=10) bant elde etmislerdir.
Calismaya dahil ettikleri 15 C. albicans izolatindan 11 genotip tanimlamislardir
(Kuzucu ve ark., 2008).
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Bizim galismamizda birgok ¢alismada kullanilan M13 primeri tercih edilmistir
(Berenguer ve ark., 1996; Guerra ve ark., 1997; Diez ve ark., 1997; Xu ve ark., 1999;
Otlu, 2004; Kuzucu ve ark., 2008). M13 kullananarak yapilan AP-PZR’da, ¢alismaya
alman izolatlarin 8-14 bantlik profiller olusturdugu goriilmiistir ve bunun
genotiplendirme i¢in yeterli oldugu diistiniilmektedir.

Yiiksekkaya ve arkadaglari hastanelerindeki yogun bakim {initesinde yatan
hastalardan izole ettikleri C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis suslarinin, RAPD ile
molekiiler epidemiyolojik analizini yapmuslardir. Arastiricilar ¢alismada, C. albicans
suslart arasinda iki yaygin klon ve varyantlari belirlemislerdir. Bundan dolayr C.
albicans’in iki klondan ekzojen yayilim gosterdigi disiiniilmekle birlikte diger
molekiiler tiplendirme yontemleri ile dogrulanmasi gerekliligine de dikkat ¢ekmislerdir
(Yiksekkaya ve ark., 2011).

Marol ve arkadaslari, yogun bakim initelerindeki nozokomiyal Candida
enfeksiyonlarmin sikligimi ve genetik cesitliligini inceledikleri calismada 42’si C.
albicans olmak tizere toplam 70 izolat dahil etmislerdir. Suslari RAPD yontemiyle
OPE-03, OPE-18, RP4-2 ve AP50-1 primerleri kullanilarak tiplendirmislerdir. 3 C.
albicans izolati disinda birgok sus farkli RAPD paterni sergiledigi arastirmacilar
tarafindan goriilmiistiir. Bu sonuclara gore hastanelerindeki yogun bakim iinitesindeki
Candida enfeksiyonlarmin 6nemli bir kismima endojen suslarin neden oldugu sonucu
¢ikarmiglardir (Marolve Yiicesoy, 2007).

Giiltekin ve arkadaglari, bes senelik bir periyotta kan kiiltiirlerinden izole edilen
17°si C. albicans olmak tizere 46 Candida izolatinin klonal iliskilerini
degerlendirmislerdir. Arastirmacilar, RAPD’de kullandiklart 5 farkli primer ile farkli
sonuglar elde etmisler ve baskin bir patern ile karsilasmamislardir. Bu sonug, C.
albicans’in daha ziyade endojen kaynakli enfeksiyonlar olusturma ozelligi ile uyumlu
olarak yorumlanmistir (Giiltekin ve ark., 2011).

Bizim calismamizda AP-PZR yonteminin ayirim giicii Hunter ve Gaston’un
formiiline gore hesaplandiginda DI=0.9673 olarak bulundu ve M13 primerinin
epidemiyolojik c¢aligmalarda kullanmak i¢in yeterli ayirim giicii sagladig: tespit edildi
(Saran ve ark., 2008).

Calismamiza dahil ettigimiz, hastanemize yatmis olan hastalarin kan

kiiltiirlerinden izole edilen 50 C. albicans izolatt AP-PZR yontemi ile 26 genotipe
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ayrilmigtir. Bu genotipler i¢inde en biiyiik grubu olusturan dorder mikroorganizma ile
R8, R10, R16, R12, R5’dir. R8 genotipinin (18=20-19-12) birbirinden farkl
servislerden izole edilmekle beraber kismen birbirlerine yakin tarihler iginde izole
edildikleri dikkati ¢ekmektedir. R10 genotipini (42-44-16=34) olusturan dort izolatin
icli pediatrik hastalarin bulundugu siit ¢ocugu ve yeni dogan servislerinden izole
edilirken bir tanesi bunlarla higbir ilgisi bulunmayan kardiyoloji servisinden elde
edilmistir. R16 genotipindeki (40=41-29-28) izolatlarin ikisi pediatrik hastalarin
bulundugu siit ¢ocugu ve ¢ocuk yogun bakim servislerindeki hastalardan, diger ikisi
enfeksiyon ve kardiyoloji servislerinde yatan hastalardan izole edilmistir. R12 genotipi
(21=49-22-23) izolatlarindan iki tanesi dahiliye servisinde yatan hastalardan izole
edilmistir. R5 genotipini (10=6=7-11) olusturan dort izolat birbirlerine yakin tarihler
icinde izole edilmis olup iki tanesi dahiliye servisinde yatan hastalardan, iki tanesi de
pediatrik hastalarin bulundugu pediatri infeksiyon ve yeni dogan servislerinde yatan
hastalardan izole edilmiglerdir.

Uc mikroorganizmali tek grup ise R6 genotipi (39=8-31) olarak bulundu. Bu
genotipi olusturan mikroorganizmalarin farkli servisler ve farkli zamanlarda yatan
hastalardan izole edildigi tespit edildi.

Iki mikroorganizmadan olusan genotipler R20, R2, R7, R4, R1, R26 ve R25°di.
Bu gruplar i¢inde R2 genotipi (15-2) genel pediyatri servisinde yatan hastalardan izole
edilirken, R20 (35=45), R7 (14-9), R4 (27-5), R1 (1=3), R26 (48-50) ve R25 (46=47)
genotiplerini olusturan mikroorganizmalarin izole edildikleri hastalarin servislerinin
birbirinden tamamen farkli oldugu belirlendi.

Bu durumda hastanemizin ¢esitli servislerinde yatan hastalarin  kan
orneklerinden izole edilen C. albicans izolatlari, baz1 kiigiik gruplar olusturmakla
birlikte yogun bir kiimelenme goriilmemektedir. Bu durum bize, AP-PZR sonuglarina
gore, hastanemizdeki hematojen C. albicans enfeksiyonlarinin genellikle endojen
kaynakli nadiren de ekzejen kaynakli olabilecegini gostermektedir.

PFGE mikroorganizmalarin genotiplendirilmesinde ayirim giicli yiiksek olan ve
geleneksel elektroforezle ayrilamayacak biiyiikliikteki kromozomlart veya DNA
parcalarin1 ayirabilen bir yontemdir. Bu yontemde agaroz plak i¢inde gerceklestirilen

ekstraksiyon sonunda DNA fragmentleri periyodik olarak degisen yonlerde elektrik
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alanma tabi tutularak birbirlerinde ayrilmalari saglanir (Durmaz ve Durmaz, 2001;
Tiimbay, 2009; Wu ve Della-Latta, 2010).

Cesitli ¢alismalarda Candida spp.’nin PFGE genotiplendirilmesinin, restriksiyon
enzim kesimli veya elektroforetik karyotipleme seklinde uygulanabilecegi
gosterilmektedir (Mata-Essayag ve ark., 1997; Chen ve ark., 2005; Shin ve ark., 2005;
Wu ve Della-Latta, 2010).

Candida tiirlerinin kromozomal DNA’smin restriksiyon enzimleri ile belirli
noktalardan kesilebilmesi i¢in kullanilabilecek c¢esitli enzimler bulunmakla birlikte
BssHII, Notl ve Sfil ¢alismalarda sik kullanilirlar (Mata-Essayag ve ark., 1997; Chen ve
ark., 2005; Shin ve ark., 2005; Wu ve Della-Latta, 2010).

PFGE elektroforetik karyotipleme teknigi ile agaroz jelde kromozomal
DNA’larin biiyiikliiklerine gore ayrismasi saglanir (Doi ve ark., 1992). Enzim kesimi
olmadan yapilan elektroforetik karyotip analiz, epidemiyolojik arastirmalar igin yeterli
ayristirmayi saglayabilmektedir (Wu ve Della-Latta, 2010).

PFGE’de jeldeki DNA’larin gé¢iinii voltaj, switch araligi, kosu siiresi, jeldeki
agaroz konsantrasyonu, kosu sicakligi, kosu bufferi ve degisen elektrik alaninin agisi
gibi bir¢ok faktoriin etkiledigi bilinmektedir. Optimum kosullarin bulunmasi ig¢in daha
once yapilmis ¢alismalar mevcuttur (Doi ve ark., 1992; Hong ve Leung, 1998).

Biz calismamizda volt, toplam siire, baslangic ve bitis zamanlari, agaroz
konsantrasyonu gibi degiskenleri degistirerek optimum degerleri bulmaya g¢alisilmistir.
Bizim sonuglarimiza gore: voltaj; 4 V/cm, baslangi¢ ve bitis zamani; 90-325 saniye,
toplam siire; 48 saat, agaroz konsantrasyonu %1 optimum degerler olarak tespit edilmis
ve en net bant goriintiisii ve ayirimi bu degerlerle saglanmustir.

Daha oOnce yapilmis ¢esitli caligmalarda elektroforetik karyotipleme ile C.
albicans i¢in 5-8 arasi bant elde edildigi ortaya konmustur (Mehta ve ark., 1999; Chen
ve ark., 2004; Giammanco ve ark., 2005; Abdeljelil ve ark., 2008). Bizim ¢aligmamizda
da izolatlardan elektroforetik karyotipleme sonucu 5-8 bant elde edilmistir. Oldukca
degisken bir bant olarak goriilebilen, rDNA genlerini igeren R kromozomu, degisik
elektroforetik mobilite gdstermekle beraber genellikle 1. kromozomla esit veya daha
hizli (genellikle 1-2. kromozom aras1), nadiren de 1. kromozomdan daha yavas hareket

eder. Diger ¢alismalarda oldugu gibi bizim c¢alismamizda da R kromozomunun
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olusturdugu bant degerlendirme dis1 birakarak sonuglar yorumlanmistir (Wickes ve ark.,
1991; Mata-Essayag ve ark., 1997; Chen ve ark., 2005; Saragli ve ark., 2005).

Hastalardan izole edilen tekrarlayan C. albicans izolatlarinin kolonizasyon mu,
reinfeksiyon mu veya reaktivasyon mu oldugunun bilinmesi enfeksiyonla miicadelede
onemli bir basamaktir. Bunun i¢in klonal seviyede sonug¢ verebilen tiplendirme
yontemlerine gereksinim vardir (Koksal, 1999). Saragli ve arkadaglari, C. albicans
menenjiti ve pankreatik psodokist (PP) tanisi olan iki hastadan izole edilen licer susun
genetik iligkilerinin PFGE yontemiyle arastirmislardir. Arastirmacilar PP’li hastanin
kan, abse ve drenaj siv1 kiiltiirlerinden izole edilen ii¢ C. albicans susu ayni genotipi
gosterirlerken, menenjiti olan hastanin nazofaringeal siiriintii, serebrospinal sivi, ve
diski kiiltiirlerinden izole edilen suslar1 yakin iliskili bulunmuglardir. Buna gore, PFGE
yontemi bu iki invaziv kandida enfeksiyonlarinda oldugu gibi etkenin muhtemel
yayilim yolu hakkinda degerli bilgi saglayacagi sonucuna varmiglardir (Saragl ve ark.,
2004).

Endojen veya ekzojen enfeksiyonlarin onlem yollar1 birbirinden oldukca
farklidir. Bu nedenle, invaziv C. albicans enfeksiyonlarini etkin olarak 6nleyebilmede
ilk basamak, ge¢is yollarinin bilinmesidir (Ener, 1999).

Saragh ve arkadaglari, 2000-2003 yillarin1 kapsayan donemde nozokomiyal
fungemi etkeni olarak izole edilmis 42 C. albicans susu PFGE teknigi ile
genotiplendirmislerdir. Sonug olarak 31 farkli karyotip tespit etmisler ve izole edilen C.
albicans suslarmin klonal yayilim gostermedikleri ve endojen kaynakli olma
olasiliklarinin yiiksek oldugunu saptamislardir. Arastirmacilar ayrica PFGE tekniginin
oldukca tekrarlanabilir sonuglar liretmesine karsin, gereken durumlarda ayirim giiclinii
yiikseltmek i¢in ikinci bir yontemle birlikte kullanmilmasinin faydali olacagini
vurgulamuslardir (Saragh ve ark., 2005).

Hamal ve arkadaslar1 yogun bakim {initesinde yatan 28 yetiskin hastanin cesitli
materyallerinden izole edilen 48 C. albicans ve 18 C. glabrata susunun hastadan
hastaya gecisini arastirmiglardir. Calismada 24 C. albicans ve 17 C. glabrata karyotipi
tanimlanarak, bu yogun bakim iinitesinde hastadan hastaya bulasin Candida
enfeksiyonu olusumundaki roliiniin az oldugu sonucunu ¢ikarmiglardir (Hamal ve ark.,

2001).
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C. albicans genellikle endojen patojen oldugu diisiiniilse de hastadan hastaya
veya saglik calisanlarinin elleriyle ekzojen bulas olabilecegi de cesitli caligmalarla
gosterilmistir. Abdeljelil ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir calismada yenidoganlarda goriilen
sistemik C. albicans enfeksiyonlarinin saglik c¢alisanlariyla (hemsireler) iliskisini,
elektroforetik karyotipleme ile ortaya koymay1 amaclamislardir. Caligmaya hastalardan
ve hemsirelerden izole ettikleri 38 C. albicans susunu dahil etmislerdir. Sonug olarak 38
izolatin 3 ana grupta toplandigmi ve birinci grup i¢inde hem hastalardan hem de
hemsirelerden izole edile izolatlarin bulundugunu tespit etmislerdir. Bu sayede
nozokomiyal infeksiyonda hastane c¢alisnalarinin Onemine dikkati ¢ekmislerdir
(Abdeljelil ve ark., 2008).

Bizim ¢aligmamizda PFGE-EK yo6nteminin ayirim giicii Hunter ve Gaston’un
formiiliine goére hesaplandiginda DI=0.9902 olarak bulundu ve epidemiyolojik
caligmalarda kullanmak i¢in yeterli ayirim giicli saglandigi goriildii (Saran ve ark.,
2008).

Calismamiza dahil ettigimiz, hastanemize yatmis olan hastalarin  kan
kiiltiirlerinden izole edilen 50 C. albicans izolati PFGE-EK yontemi ile 41 genotipe
ayrilmistir. Bu genotipler i¢inde en kalabalik olan dort mikroorganizma ile P1°dir.
Genotip P1 (1=17=18=3)’1 olusturan dort izolat birbirinden farkli servislerden izole
edilmekle beraber; 1 ile 3, 17 ile 18 nolu suslarin birbirlerine yakin tarihler i¢cinde izole
edildikleri dikkati ¢cekmektedir

Iki mikroorganizmadan olusan genotipler P5, P33, P26, P10, P19 ve P14
seklindeydi. Genotip P5 (6=7) birbirlerine yakin zamanlarda dahiliye servisinde yatan
hastalardan izole edilmislerdir. Genotip P33 (39=40) pediatrik hastalarin bulunabilecegi
yeni dogan ve siit gocugu servislerinde yatan hastalardan yakin sayilabilecek araliklarla
izole edilmislerdir. Genotip P26 (32=42), P10 (12=21), P19 (24=28), P14 (16=44)
gruplarin1  olusturan mikroorganizmalarin izole edildikleri hastalarin servislerinin
birbirinden tamamen farkli oldugu goriildii.

Calismamizin karyotipleme sonuglarina gore; hastanemizin gesitli servislerinde
yatan hastalarin kan &rneklerinden izole edilen C. albicans izolatlar1 az sayida kiigiik
gruplar olusturmakta ve yogun bir kiimelenme gostermemektedir. Buda, PFGE

sonuglarina gore, hastanemizden calismaya dahil ettigimiz hastalardaki C. albicans
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enfeksiyonlariin genellikle endojen kaynakli nadiren de ekzejen kaynakli olabilecegini
gostermektedir.

Calismada kullandigimiz  her iki epidemiyolojik tiplendirme yontemide,
calismaya dahil ettigimiz izolatlarda ¢ok sayida mikroorganizmanin bulundugu baskin
epidemiyolojik gruplar saptanamamistir. Her iki yontem de 6, 7; 1, 3; 16, 44 numarali
izolatlar1 ayni genotip i¢inde gosterirken, diger suslar yontemler karsilastirildiginda
farkl1 genotipler i¢inde yer almiglardir.

Candida tiirleri genellikle kisilerin normal mikrofloralarinda kommensal bir
organizma olarak bulunur. Bununla birlikte, eger normal floranin dengesi bozulur veya
immiin siipresyon gelisirse Candida tiirleri siklikla patojen hale gegerler.
Kommensalden patojene bu doniisiim 6zellikle genis viriilans faktorlerine sahip olan C.
albicans’in potansiyel patojenitesine dikkatleri ¢ekmektedir (Naglik ve ark., 2003;
Abact ve Haliki, 2004). Salgisal aspartik proteazlar C. albicans’da, konak direng
mekanizmalarindan kaginma ve adhezyon, invazyon, sirasinda konak bariyerlerinin
degradasyonunu saglayan onemli bir viriilans faktoriinii olusturur. Ayrica fagositik
saldiriya direng gelistirerek C. albicans’in viriilansini artirdigi da bilinmektedir (Abaci
ve Haliki, 2004).

10 SAP geninden olusan bir gen ailesi tarafindan kodlanan salgisal aspartik
proteazlardan, SAP4-6 genlerinin sistemik enfeksiyonlarda etki gosterir (Abaci ve
Haliki, 2004; Kalkanci ve ark., 2005; Lian ve Liu, 2007). Kalkanci ve arkadaslar1 farkli
C. albicans izolatlarinda SAP dagilimini aragtirmiglardir. Calismada kan kiiltiirtinden
izole edilen suslarda SAP4 40 izolatin 38’inde (%95) bulunurken vajinal kiiltiirlerden
izole edilen suslarda 40 izolatin 3’iinde (%?7.5) tespit edilmistir. Bu sonuclara gore
aragtirmacilar SAP4’iin sistemik enfeksiyonlarla iliskili oldugu yorumunu yapmisglardir
(Kalkanci ve ark., 2005).

Bizim ¢aligmamiza dahil ettigimiz kan kiiltiiriinden izole edilen 50 C. albicans
izolatinin 49’unda (%98) SAP4 gen bolgesinin bulundugu tespit edilmistir. Izolatlar
icinde SAP4 gen bolgesi tespit edilemeyen 50 numarali sus RAPD ile tiplendirildiginde
R26 genotipine dahil edilmis ve 48 nolu izolatla %94.7°1ik iliski ile benzer sus olarak
tanimlanmistir. PFGE ile genotip P41 dahil edilen 50 numarali izolatin diger higbir

izolatla ayn1 genotipte olmadigi goriilmustiir.
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Sonug olarak; hastanemizin gesitli servislerinde yatmakta olan hastalarin kan
kiiltirlerinden izole edilen C. albicans izolatlarinin genel olarak endojen kaynakli
oldugu, nadiren ekzojen bulas goriilebilecegi yapilan her iki molekiiler tiplendirme
yonteminde de goriilmiistiir. Bu baglamda, hastanemizde goriilen hematojen C. albicans
enfeksiyonlarinin en aza indirilebilmesi i¢in g¢evresel onlemler géz ardi edilmeden
hastanin kendi sartlarindan kaynaklanan, enfeksiyon olusumuna neden olabilecek
faktorlerin giderilmeye ¢alisilmasi gerekmektedir.

SAP4 geninin, biri hari¢ tiim izolatlarimizda tespit edilmesi bu gen bolgesinin
patojenitedeki 6nemine dikkat ¢ekmektedir. Ozellikle gastro intestinal sistemin normal
florasinda kommensal bulunan C. albicans’in endojen kaynakli enfeksiyonlarinda,
SAP4 geninin fonksiyonu ile ilgili olarak daha detayli ¢aligmalar, ileriki donemlerde bu

enfeksiyonlarin 6nlenmesine katki saglayabilecektir.
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SONUC ve ONERILER

. Yas gruplarina yapilan istatistiki analizde 0-9 yas grubu digerlerine gore daha
riskli bulunmustur. Bu grup i¢inde bulunan 18 hastanin 14 tanesinin <=2 olmasi,
ozellikle 2 yas altinin 6nemli bir risk faktorii oldugunu gostermektedir.

. Malignite diger altta yatan hastaliklara gére 6n plana ¢ikmaktadir ve diger yatis
nedenlerine gore istatistiki olarak anlamli oldugu goriilmektedir.

C. albicans’in identifikasyonunda fenotipik yontemler 6nemini korumakla
beraber genotipik yontemlere ihtiya¢ duyuldugunda uygulayabilme kabiliyetine
sahip olunmasi1 gerekmektedir.

Calismamizin  molekiiler tiplendirme bdliimiinde kullandigimiz  her iki
yonteminde yeterli ayirim gdciline sahip oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte
epidemiyolojik calismalarda en az iki yoOntemin kullanilmasmin sonuglarin
dogru yorumlanabilmesi i¢in gerekli oldugu diisiiniilmektedir.

50 C. albicans izolati AP-PZR yontemi ile 26 genotipe ayrilmistir. Ayni
genotipli kiiclik gruplar tespit edilmekle beraber, ¢ok sayida sus iceren baskin
guruplar tespit edilememistir.

50 C. albicans izolatt PFGE-EK yontemi ile 41 genotipe ayrilmistir. AP-PZR
yonteminde oldugu gibi ¢ok sayida sus igeren baskin guruplar tespit
edilememistir.

. AP-PZR ve PFGE sonuglarmna gore hastanemizde kandaki C. albicans
enfeksiyonlarinin az bir kisminin ekzojen kaynakli oldugu, énemli bir kisminin
endojen kaynakli oldugu diisiintilmektedir.

Hastanemizde sistemik enfeksiyonlara neden olan C. albicans’larda SAP4 gen
bolgesi biiyiik oranda (%98) bulunmaktadir.

Ozellikle hastanemizde  nozokomiyal enfeksiyona  neden olan
mikroorganizmalarin viriilans faktorleri, hastanemizdeki yayilimlart ve gegis
yollarinin bilinmesi enfeksiyonlarin 6nlenmesinde en 6nemli basamaklar: tegkil

etmektedir.
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