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OZET

Meyerozyma guilliermondii’ DE PULSE FIELD JEL ELEKTROFOREZI-
GENOMIK DNA’NIN RESTRiKSiYON ENZiM ANALIiZi iCIN UYGUN
ENZIMIN BELIRLENMESi

Amag: Meyerozyma guilliermondii, firsatgi insan patojeni olarak kan dolasimi
enfeksiyonu (kandidemi) gibi ciddi enfeksiyonlarin etkeni bir maya tiiriidiir. Bu
calismada, M. guillermondii suglarmin molekiiler epidemiyolojik analizlerinde
kullanilabilecek Pulse Field Jel Elektroforezi-Genomik DNA’nin Restriksiyon Enzim
Analizi (PFGE-REAG) yontemi i¢in uygun restriksiyon enziminin belirlenmesi
amaclandi.

Gereg ve Yontem: Bu calismaya, Karadeniz Teknik Universitesi Farabi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda izole edilen, 9 hastanin epidemiyolojik
olarak iliskili 12 M. guilliermondii susu dahil edildi. PFGE-REAG y&ntemi, CHEF DR
{II (BioRad, ABD) cihaz sistemi kullamilarak Sfil, Notl ve Pacl restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ile calisildi.

Bulgular: Sfil ile kesim reaksiyonu sonucunda, molekiiler biiyiikliik marker’1 aralifina
dagilmis ve daha net ayirt edilebilen bantlar izlendi. Sfil ve Notl bant profilleri,
karyotipleme  bant  profilleriyle  kargilastinldiginda; REAG  protokoliiniin
karyotiplemeden daha ayirt edici oldugu sonucuna vanld,

Sonug: REAG-Sfil, epidemiyolojik olarak iliskili M. guilliermondii suslarimin klonal
iligkisini belirlemede kullanilabilir. Bu ¢aligmayla, epidemiyolojik olarak iliskili M.
guilliermondii klinik izolatlarinin klonal iliskisinin degerlendirilmesine yardimci olacak

REAG metodunun belirlenmesine katk: saglandi.

Anahtar Kelimeler: Meyerozyma guilliermondii, Pulse Field Jel Elektroforezi,

Restriksiyon Enzimi
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ABSTRACT

DETERMINATION OF SUITABLE ENZYME FOR PULSE FIELD GEL
ELECTROPHORESIS-RESTRICTION ENYZME ANALYSIS OF GENOMIC
DNA IN THE Meyerozyma guilliermondii

Objective: Meyerozyma guilliermondii is a species of yeast that causes serious
infections such as bloodstream infection (candidaemia) as an opportunistic human
pathogen. In this study, it was aimed to determine the appropriate restriction enzyme for
Pulse Field Gel Electrophoresis-Restriction Enzyme Analysis of Genomic DNA (PFGE-
REAG) method which can be used in molecular epidemiological analysis of M.

guillermondii strains.

Materials and Methods: In this study, epidemiologically related 12 M. guilliermondii
strains of 9 patients isolated in the Medical Microbiology Laboratory of the Medical
School Hospital of the Karadeniz Technical University were included. PFGE-REAG
method was studied by using CHEF DR 1l (BioRad, USA) device system with Sfil,
Notl and Pacl restriction endonuclease enzymes.

Results: As a result of restriction reaction with Sfil, bands that were scattered across the
range of molecular size markers and were more clearly distinguishable were observed.
Sfil and Notl band profiles were compared with the karyotyping band profiles; It was
concluded that the REAG protocol was more distinctive than the karyotyping.
Conclusion: REAG-S§fil can be used to determine the clonal relationship of
epidemiologically related M. guilliermondii strains. This study contributed to the
determination of the REAG method which will help to evaluate the clona! relatedness of
epidemiologically related M. guilliermondii clinical isolates.

Key Words: Meyerozyma guilliermondii, Pulse Field Gel Electrophoresis, Restriction

Enzyme

xiv



1. GIRIS VE AMAC

Candida guilliermondii (C. guilliermondii), ilk defa 1912 yilinda bronkomikoz
hastalarindan izole edilmis bir maya tiiriidiir (Savini ve ark. 2011). Giiniimiize kadar
¢ok sayida sinonim ile adlandinlmistir (De Hoog ve ark. 2000; Kurtzman, 2011).
Siklikla C. guilliermondii (telemorf Pichia guilliermondii) sinonimi ile karsimiza
¢tkmakla birlikte; 2010 yilinda Kurtzman ve Suzuki tarafindan Meyerozyma yeni
cinsine dahil edilmesi ile, giiniimiizde telemorf tiir adi olan M. guilliermondii sinonimi

ile adlandinlmaktadir (Kurtzman, 2010).

Candida guilliermondii, topraktan, bitkilerden, boceklerden ve deniz suyundan
siklikla izole edilmesinin yaninda insan deri ve mukozal yiizey mikroflorasinin da bir
liyesidir. Bunlarin yaninda firsatg1 insan patojeni olarak, kan dolasim enfeksiyonu
(fungemi, kandidemi) gibi ciddi enfeksiyonlarin etkeni olarak bildirilmistir (Savini ve
ark. 2011). Klinik maya izolatlar1 arasinda C. guilliermondii’nin izolasyon sikhiinin
yaklagik %2 olarak bildirilmektedir. C. guilliermondii, kandidemilerin de yaklasik
%2’sinden sorumludur (Cheng ve ark. 2004; Peman ve ark. 2008). Ancak italya,
Brezilya ve Hindistan gibi belli cografik alanlarda bu oran sirasiyla %11.7, %43 ve
%85.4 olarak bildirilmistir (Girmenia ve ark. 2006; Medeiros ve ark. 2007; Shah ve
Bhatia, 2012). Ulkemizden bildirilen bir ¢alhismada, on yillik siiregte C.
guilliermondii’nin kan kiiltiiclerinden izole edilen maya izolatlarimn %20.6’sim
olusturdugu ve willik degerlendirmede bu oranin %71.3’lere ¢iktign belirtilmistir
(Cebeci Giiler, 2014). Yetiskin popiilasyonda C. guilliermondii’nin neden oldugu
hastane kaynakh salginlar bildirilmigtir (Masala ve ark. 2003; Medeiros ve ark. 2007).
Aym sekilde pediatrik populasyonda da salgin ve yalanci salgmmlar bildirilmistir
(Yagupsky ve ark. 1991; Shah ve Bhatia, 2012). C. guilliermondii, ¢oklu ilag direnci
gsterebilmesi nedeniyle de &nemlidir (Savini ve ark. 210; Diba ve ark. 2012).
Fungemiler yiiksek mortaliteye sahip enfeksiyonlardir (Beck-Sague ve Jarvis, 1993;

Posqualotto ve ark. 2006; Chen ve ark. 2013).

Pulse field jel elektroforezi (PFGE), direk olarak genom DNA’sinin
elektroforetik ayrmlmas: [kromozomal uzunluk polimorfizmi ya da Elekiroforetik
Karyotipleme (EK)] veya restriksiyon endoniikleazlarla genomun kesilmesi ile elde

edilen restriksiyon bant paternlerinin karsilastiriimas) esasina dayanmaktadir. Cok iyi



saflagtirilmis genomik DNA &rneginin, tiiriin genomunda nadir bulunan restriksiyon
bolgelerini taniyan restriksiyon endoniikleazlarla kesilmesi ise Pulse Field Jel
Elektroforezi-Genomik DNA’nin Restriksiyon Enzim Analizi (PFGE-REAG) olarak
bilinmektedir. Kesim sonucu olusan DNA pargalan agaroz jelde biiyiikliige bagl
olarak ayrilmaktadir. Bu elekiroforezde jel boyunca elektrik alaninin yénii periyodik
olarak degistirilmektedir. Ayrilmis DNA fragmentleri band olarak jelde gézlenir ve
belli bir paterni sekillendirir (Sabat ve ark. 2013).

Epidemiyolojik olarak iligkili M. guilliermondii kan kiiltlirii izolatlar
kullanilarak, PFGE- REAG igin tiire uygun restriksiyon enziminin belirlenmesi ve bu
tilre ait suglarin klonal yakinhinn ve epidemiyolojik iliskisinin degerlendirilmesine
yardimer olacak REAG metodunun belirlenmesine katki saglamak amaglanmistir.
Aynica EK ve REAG yontemleri karsilastirilarak, epidemiyolojik olarak iliskili M.
guilliermondii  izolatlanimin  ayrilmasinda ayrim giicii  yiikksek olan y&ntemin

belirlenmesi amaglanmistir.



2. GENEL BiLGILER
2.1. Meyerozyma guilliermondii
2.1.1. Taksonomi ve Filogenetik

Candida guilliermondii, ilk defa 1912 yihnda Castellani tarafindan Sri Lanka’da
bronkomikoz hastalarindan izole edilmis ve Endomyces guilliermondii olarak

tanimlanmustir (Savini ve ark. 2011).

Wickerham ve Burton (1954)'de, Candida guilliermondii var. guilliermondii
olarak tanimlanan suglarda askosporulasyonu kesfetmis ve askosporik (seksiiel) seklini
Endomycopsis guilliermondii olarak adlandirmistir (Wickerham ve Burton, 1954),
Wickerham (1966) yilinda tiiriin seksiiel seklini P. guilliermondii olarak adlandirmistir
(Wickerham, 1966). P. guilliermondii giinimiizde, onceden asporogenous tiir C.
guilliermondii (Castellani) Langeron and Guerra’ya ait sporogenous suslarin bir
koleksiyonunu temsil etmektedir (Wickerham ve Burton, 1954; Wickerham, 1966).
Kurtzman (1992)’de, P. guilliermondii ve anamorfu kabul edilen C. guilliermondii’nin

ayni tiire ait (conspesific) oldugunu bulmustur (Kurtzman, 1992).

Kurtzman ve Suzuki’'nin 2010 yilindaki ¢ahsmalan ile P. guilliermondii ve
Pichia caribbica tiirleri, yeni Meyerozyma cinsine dahil edilmistic. Candida
carpophila ve Candida’nin bazi diger tiirleri Meyerozyma klad (clade)’inin iiyeleridir
(Kurtzman ve Suzuki, 2010).

M. guilliermondii’nin giincel sistematik yerlesimi su sekildedir:

Alem: Fungi

Sube: Ascomycota

Alt sube: Saccharomycotina
Simf: Saccharomycetes
Takim: Saccharomycetales
Aile: Debaryomycetaceae

Cins: Meyerozyma

Meyerozyma cinsinin kabul géren tiirleri M. guilliermondii (Wickerham)

Kurtzman&M.Suzuki (2010) ve Meyerozyma caribbica (Vaughan- Martini, Kurtzman,



S.A .Meyer&O’Neill) Kurtzman&M.Suzuki (2010) tiirleridir. Meyerozyma cinsinin tip
tiirli M. guilliermondii (Wickerham) Kurtzman&M. Suzuki (2010) kabul edilmektedir.
Kurtzman ve Suzuki (2010)’nin ¢alismalarina gére C. guilliermondii’nin yeni atanmis

telemorf tiir adi M. guilliermondii’dir (Kurtzman ve Suzuki, 2010).

Meyerozyma caribbica (Vaughan-Martini, Kurtzman, S.A.Meyer&O'Neill)
Kurtzman&M.Suzuki (2010) tiiriiniin anamorfu Candida fermantatii (Saito) Bai
(1996)’dir. 2010 yili dncesinde, telemorf tiir ady olarak Pichia caribbica Vaughan-
Martini, Kurtzman, S.A.Meyer&O’Neill (2005) sinonimi kullamilmistir (Kurtzman ve
Suzuki, 2010).

Meyerozyma cinsi Debaryomyces cinsi ile filogenetik olarak yakin iliskilidir
(Kurtzman ve Suzuki, 2010; Kurtzman, 2011),

C. guilliermondii ATCC 6260 referans susunun tiim genomu 2009 yilinda
sekanslanmistir. C. guilliermondii, 10.6 Mb (GC igerigi: %43.8) biiyiikliigiinde, 8

kromozomlu ve haploid bir genoma sahiptir (Butler ve ark. 2009).

2.1.2. Fenotipik identifikasyon
2.1.2.1. Kiiltiir ve Mikroskobi Ozellikleri

C. guilliermondii aerobik bir mayadir. C.guilliermondii i¢in standart iireme
sicakhg 30 °C ve {ist simir 42 °C’dir (Papon ve ark. 2013). C. guilliermondii, maya
kiiltiirii amact ile yaygin sekilde kullanilan Sabouraud dekstroz agar (SDA)’da kolayca
iireyen bir organizmadir, fakat sabouraud broth yiizeyinde ¢ogalmaz. Koloniler krem

renkli, diizgiin yiizeyli-kenarl ve 1slak gériiniimliidiir (Savini ve ark. 2011).

Misir unu-tween 80 agar'da, 25 °C’de 72 saat inkilbasyon sonunda kiigiik
blastospor yiginlar olusturmaktadir. Tomurcuklanan hiicre yi@iminin merkezinden
digartya dofru uzayan ¢ogunlukla az sayida, kisa pseudohifa gozlenmektedir. Tiim
izolatlarda pseudohifa olusumu gériilmezken higbir izolat gergek hifa olusturmaz
(Vaughan-Martini ve ark. 2005; Medeiros ve ark. 2007; Desnos-Ollivier ve ark. 2008).

M. guilliermondii ve M. caribbica farkli sekillere sahip askosporlar
olusturmaktadirlar, fakat iki tiir de az sporlandig: igin bu kriterle tiir ayrimu kesin
degildir (Kurtzman, 2011)

Biyogiivenlik diizeyi 1 (BSL-1) organizmadir.



2.1.2.2. Biyokimyasal Ozellikler

Meyerozyma cinsine ait tiirler sekerleri fermente ederler. M. guilliermondii ve M.
caribbica arasinda standart fermentasyon ve ¢ofalma testlerinde farklilik
goriilmemistir (Kurtzman, 2011). M. guilliermondii’ye ait biyokimyasal reaksiyonlar

ve ¢ogalma bzellikleri Tablo 2-1°de g&sterilmektedir.

Tablo 2-1: M. guilliermondii’ye ait biyokimyasal reaksiyonlar ve tireme 8zellikleri (De Hoog
ve ark.’dan, 2001; Kurtzman’dan, 2011)

Fermantasyon

Glukoz +  Silkroz + Trehaloz
Galaktoz d Maltoz - Rafinoz
Laktoz -

Ureme (siv1 besiyerde)

Glukoz +  N-Asetil-D-glukozamin + D-Mannitol +
Galaktoz +  D-Glukozamin + D-Glusitol +
Laktoz - D-Glukonat d Galaktitol D
Siikroz +  D-Glucarate - Ribitol +
Maltoz +  D-Riboz + Eritritol -
Sellebiyoz +  D-Ksiloz + myo-inositol -
Trehaloz + D-Arabinoz + Etanol +
Rafinoz +  L-Arabinoz + Metanol -
Melezitoz +  L-Ramnoz d Gliserol +
Melibiyoz +  L-Sorboz d Salisin +
Cozindir nisasta - DL-Laktat d Siiksinat +
Hekzadekan +  Metil-g-D-glukozit ¥ Sitrat

Serbest vitamin d  Nitrat -

{lave cogalma testleri ve diger dzellikler

2-Keto-D-Glukonat +  Nisasta sentezi - 37°C’de ¢cogalma
5-Keto-D-Glukonat - %10 NaCl/ %3 glukoz + 42 °C’de ¢ogalma
Sakarat - Jelatin hidrolizi - 44 °C’de gofialma B

d: degisken, b: bilinmiyor

Biyokimyasa! reaksiyonlan temel alan ticari olarak mevcut identifikasyon
sistemleri bulunmaktadir. Bunlar Vitek (BioMerieux Vitek, France), APl ID 32C ve
API 20C AUX sistemleri (BioMerieux, France), AP1 Candida (BioMerieux, France),
Yeast Star (CLARC Laboratories, Netherlands), Auxacolor (Sanofi Diagnostics



Pasteur, France), RaplD Yeast Plus Systems (Thermo Scientific, Remel, ABD)
sistemleridir (Winn ve ark, 2006).

Debaryomyces hansenii izolatlan %0.01 siklohekzimid’e duyarli gériiliirken, P.
guilliermondii ve P. caribbica izolatlarinin >%90°1 direnglidir (Vaughan-Martini ve

ark. 2005; Lan ve Xu, 2006; Medeiros ve ark. 2007; Desnos-Ollivier ve ark. 2008).
2.1.3. Molekiiler identifikasyon

Molekiiler identifikasyon tipik olmayan morfolojik karakter gdsteren, yavas
cogaldigi icin uzun inkilbasyona ihtiya¢ duyan, spor iiretmek igin dzellesmis besiyere
gereksinim duyan funguslar igin ve fenotipik identifikasyon sonuglacinin net olmadig

durumlarda faydalidir (Richardson ve Warnock, 2012).
2.1.3.1. Ribosomal RNA Geninin Sekanslanmasi

Ribozom tilm organizmalarda protein sentezini gergeklestiren zorunlu hiicresel
bir organeldir. Korunmusg ribozomal DNA (rDNA) bdéigeleri, yakin iliskili cinsler ve
tiirlerin kendi aralarindaki veya aym tiiriin izolatlan arasindaki akrabaligi belirlemek

i¢in yararh olan hizli evrimlegen bolgeler icermektedir (Moore ve Frazer, 2002).

Fungal organizmalarin kesin identifikasyonu igin en sik rDNA gen kompleksi
kullanilmaktadir (Bruns ve ark. 1991; Bruns ve ark. 1992). rRNA molekiilleri,
kompleks sekilde katlanmig farkh biiyiiklikte (kiiglik ve biiylik) iki alt inite
icermektedir. Funguslarin da dahil oldugu Skaryotlarda iki rRNA alt iinitesi 40S ve
60S sedimentasyon katsayis: degerlerine sahiptir. Okaryotlarda kiigiik rRNA alt iinitesi
(40S) tek RNA tipi icermektedir (185 rRNA); bilyiik alt {inite (60S) ise iic RNA
tipinden (58, 5.85, 25-28S rRNA) olusmaktadir (Liu, 201 1).

Fungal rRNA’ya karsilik gelen DNA, ard arda siralanmis bir dizi genden
olugmaktadir. Bu ribozomal genler her hiicrede 50-500 kopya halinde bulunur ve bu
nedenle tek kopya bir genden daha duyarh olarak tesbit edilmektedirler. 8-12 kb
bilyiikligiindeki her kopya, 185 RNA (kiigiik alt iinite; SSU), ITS1 (internal
transcribed spacer 1), 5.88 RNA, ITS2, 25-28S RNA (biiylik alt iinite: LSU), 1GS1
(intergenic spacer), 55 RNA ve 1GS2’den olugsmaktadir.



Meyerozyma (Pichia) guilliermondii TRNA genlerinin fiziksel organizasyonu Sekil
2.1’de gosterilmigtir (Liu, 2011).

ITS D IGS

ETSI
NTSI NTS2
285 RNA (LSU) | 3 | ——

185 RNA (S5U)

Sekil 2.1. M. guilliermondii ribozomal RNA genlerinin organizasyonu (Liu, 2011).

ITS bdlgeleri niikleotid sekanslan oldukga degiskendir. Bu polimorfizm, hizh ve
yeterli oranda degisen bu bolgeleri goreceli yakin akrabalik ¢alismasi icin ideal bir
marker molekiil yapmaktadir. ITSI ve 1TS2 bélgeleri fungal tiirlesme ve
identifikasyon icin oldukga degerli hedeflerdir (Hillis ve Dixon, 1991; Gargas ve
DePriest, 1996). Mayalarda 25S rRNA geninin D1 ve D2 degisken balgeleri siklikla
hedef olarak kullandmaktadir {Fell ve ark. 2000). IGS bélgesi, ITS] ve ITS2
bolgelerine benzemekle birlikte daha fazla genetik degiskenlik icermektedir. Bu
durum 1GS bélgesini fungal identifikasyon igin diger bir potansiyel hedef yapmaktadir
(Vilgalys ve Gonzalez, 1990).

Bilinmeyen fungal izolatlarin identifikasyonu, ABD’de "National Library of
Medicine" tarafindan yonetilen "GenBank" veya Hollanda’da "Centraalbureau voor
Schimmelcultures" tarafindan yonetilen "CBS" veritabani gibi merkezi bir
veritabanindaki sekanslar ile bu organizmanmm kismi DNA sekansi karsilastirilarak
yapilabilmektedir. Molekiiler identifikasyondaki gelismeler ile baz tiirlerin grup veya
tiir kompleksi oldugu ve birgok gizli tiir (cryptic species) varlig) tesbit edilmigtir
(Richardson ve Warnock, 2012).

2.1.4. Molekiiler Genotiplendirme

Molekiiler tiplendirme y&ntemleri, suglarin klonal iliskisinin analizinde ve
genetik cesitliligi belirlemede artarak kullamilmaktadir (Clemons ve ark. 1997; Elias
ve ark. 1999). Bu amaglar i¢in farkli molekiiler tiplendirme yéntemleri gelistirilmistir.
Tiim genomun RFLP’si (Poikonen ve ark. 2001), PFGE-EK ve tiim genomun §fil
(Kanellopoulou ve ark. 2001), Smal, Notl ve BssHII gibi nadir kesen restriksiyon

endoniikleazlar tarafindan kesilmesi ile olusan DNA fragmentlerinin pulse field jel



elektroforezi (Riederer ve ark. 1998), rastgele amplifiye edilmis polimorfik DNA
(RAPD) ile tiim genomun PCR parmak izi analizi (Samaranayake ve ark. 2003),
amplifiye fragment vzunluk polimorfizmi (AFLP) (Ball ve ark. 2004), tekrarlayan
sekans temelli PCR (rep-PCR) ile tekrarlayan sekanslarin parmak izi analizi (Redkar
ve ark. 1996) ve multi lokus sekans tipleme (MLST) ile house-keeping genlerin
sekanslanmasini i¢cermektedir (Bougnoux ve ark. 2003). Molekiiler tiplendirme
yontemlerinin tekrarlanabilir, ayirici, uygulamasi1 kolay, standardizasyona ve

kiitiiphane olusturmaya uygun olmas: beklenir (Soll, 2000).
2.1.4.1. Pulse Field Jel Elektroforezi

Schwartz ve ark.’lar (1982)’de 50 kb'dan daha biiyilk DNA molekiillerinin iki
alternatif elektrik alam kullanarak agaroz jel igerisinde ayrilabilecegi fikrini ortaya
atmistir. Bu prensibe dayali cihazlar gelistirilmis ve birkag¢ kilobaz (kb)’dan 10
megabaz (Mb)’a kadar DNA parcalarinin ayrilabilecegi gosterilmigtir. Farkli PFGE
tipleri vardir. Contour-Clamped Homogeneous Electric Fields (CHEF), giiniimiizde bu
amagla en yaygin kullamlan ticari cihaz sistemidir. Pulsed field jel elektroforezi,
bakteri ve funguslardan memeli hiicrelerine kadar birgok organizma grubunda farkh

amaglarla kullaniimaktadir (Haciog!u Basim ve Basim, 2001).

Pulse field jel elektroforezi, direk olarak genom DNA’sinin elektroforetik
ayrilmasina veya restriksiyon endoniikleazlarla genomun kesilmesi ile elde edilen
restriksiyon bant paternlerinin karsilagtirilmasi esasina dayanir. Restriksiyon enzimi
kullaniimaksizin kromozomlarin elektroforetik ayrilmasi, kromozomal uzunluk
polimorfizmi ya da EK olarak bilinmektedir. Cok iyi saflagtirilmis genomik DNA
drneginin sdzkonusu tiiriin genomunda nadir bulunan restriksiyon b&lgelerini taniyan
restriksiyon endoniikleazlarla kesilmesi ise Pulse Field Jel Elektroforezi-Genomik
DNA’nin Restriksiyon Enzim Analizi (PFGE-REAG ) olarak bilinmektedir. Kesim
sonucu olusan DNA pargalari agaroz jelde biiyiiklige bagli olarak ayrilir. Bu
elektroforezde jel boyunca elektrik alaminin y&nii periyodik olarak degistirilir.
Aynlmis DNA fragmentleri band olarak jelde gézlenir ve belli bir paterni sekillendirir
(Sabat ve ark. 2013).

Pulse field jel elektroforezi, klinik olarak énemli gesitli bakteriler igin molekiiler

tiplendirme yOntemleri arasinda "altin standart" olarak kabul edilmektedir.



Giiniimiizde halen sikhkla salginlarda bakteri izolatlarini karakterize etme yaklagimi
olarak kullaniimaktadir. PFGE’nin basarisi milkemmel aynm giici ve yiiksek
epidemiyolojik uyumunun sonucudur. Ustelik laboratuvar igi tekrarlanabilirlik ve
miikemmel tiplendirme yetenegi ile kismen pahali olmayan bir yaklasimdir. Ustelik
laboratuvarlar arasi kargilastirma PulseNet veya Harmony gibi cesitli girisimler

tarafindan iistlenilmistir (Sabat ve ark. 2013).

Pulse field jel elektroforezi yonteminin belirgin bir avantaji arastirilan genomun
bilyiikk kismina (>%90) hitap etmesidir. Dolayisiyla genomik DNA igindeki biiyiik
rekombinasyon olaylari ve biiyiik plazmitler (>50 kb) PFGE paterninde degisikliklige
yol agar. Ancak bu ydntem teknik olarak iddiah, emek yogun ve zaman ahcidir.
Yaklagik aym biiylikliikteki bantlar (biiyiikliikleri %5’den daha az farkl: olan DNA
pargalari) icin yeterli ayirma giiciine sahip olmayabilir. Sonuglarin analizi subjektif
olma egilimindedir ve farkli galismalara ait verilerin kargilagtiridlabilirligi sekans
temelli yontemlerle (Multi Lokus Sekans Tipleme gibi) kargilastinldiginda simirhdir
(Sabat ve ark. 2013). Bu protokollerin uygulanmasi tiir veya sus spesifik profillerin
elde edilmesine izin vermektedir (Lopez-Ribot ve ark. 2000; Shin ve ark. 2004; Chen
ve ark. 2005).

2.1.5 Epidemiyoloji ve Klinik Onem

C. guilliermondii, topraktan, bitkilerden, bdceklerden ve deniz suyundan siklikla
izole edilmesinin yaninda insan deri ve mukozal yiizey mikroflorasinin bir iiyesidir.
Bunlarin yaninda firsatg: insan patojeni olarak, kan dolagimi enfeksiyonu (fungemi,
kandidemi) gibi ciddi enfeksiyonlarin etkeni olarak da bildirilmistir (Savini ve ark.
2011).

Candida tiirleri hastane kaynakli fungemilerin en sik nedenidir (Beck-Sague ve
Jarvis, 1993; Fridkin ve Jarvis 1996). Giiniimiizde Candida tiirleri hastane kaynakl
kan dolasimi enfeksiyonlarinin 3. en sik nedeni olarak (Perlroth ve ark. 2007) bu
enfeksiyonlarin %5-9’undan sorumludur (Edmond ve ark. 1999; Wisplinghoff ve ark.
2004; Marra ve ark. 2011). Bir g¢alismada tiim hastane kaynakh kandidal
enfeksiyonlarin %58’ini kan dolasim: enfeksiyonu, %I17’sini steril viicut sivilari

enfeksiyonu ve %16’°sin1 yara enfeksiyonlar olusturmugtur (Pfaller ve ark. 1998).



Kandidemiye neden olan Candida tiirleri arasinda non-albicans Candida
tiirlerinin orani artig g&stermektedir. Non-albicans Candida tiirleri tiim kandidemilerin
%10-65’ine neden olmaktadir. En yaygin non-albicans Candida tiirleri C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei ve C. glabrata tiirleridir. Ancak C. lusitaniae ve

C. guilliermondii patojen olarak beliren iki tiir olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Krcmery
ve Barnes, 2002).

Klinik maya izolatlan arasinda C. guilliermondii’nin izolasyon sikhgimn
yaklagik %2 oldugu goriilmektedir. C. guilliermondii kandidemilerin de yaklasik
%2’sinden sorumludur (Cheng ve ark. 2004; Peman ve ark. 2008). Ancak italya,
Brezilya ve Hindistan gibi belli cografik alanlarda bu oran sirasiyla %11.7, %43 ve
%85.4 olarak bildirilmistir (Girmenia ve ark. 2006; Medeiros ve ark. 2007; Shah ve
Bhatia, 2012). Ulkemizden bildirilen bir galismada bir yilda C. guilliermondii’nin
kandidemi izolatlarinin %16’ sim olusturdugu bildirilmistir (Caliskan ve ark. 2013).

Literatiir genelinde, C. guilliermondii’nin hastane kaynakli salginlara neden
oldugu rapor edilmistir. C. guilliermondii’nin neden oldugu hastane kaynakli ilk salgin
Israil’den, pediatrik populasyonda bildirilmistir. Ug haftahik siirecte neonatal yogun
bakim birimi infantlarimin (n:14) ve yenidogan birimi bebeklerinin (n:3) kanlarindan
C. guilliermondii izole edilmigtir. Birgok infant pozitif kan kiiltiirii tespiti nedeni ile
ciddi perinatal kosullarda giinlerce veya haftalarca hastanede yatirtlmigtir. Durumu
kritik iki infant antifungal tedavi almistir. Ustelik infantlarin bazilarmin (n:7) kan
orneklerinin alindi giin dogdugu tesbit edilmistir. Bu durum “yalanci salgin” siiphesi
dogurmus ve yapilan slirveyans kiiltlirleri sonucunda kan alma iglemi sirasinda
kullanilan heparinin sulandinldif: viallerden C. guilliermondii izole edilmigtir (Yiicel

ve Kantarcioglu, 2000).

Brezilya’daki bir iiniversite hastanesinde C. guilliermondii sistemik enfeksiyon
bulgulari olmaksizin, ¢ogunlukla pediatri hastalari olmak iizere hastanenin farkl:
boliimlerindeki hastalarin kan &rneklerinde, hemsirelerin deri ve tirnaklar ile gevresel
yiizeylerden izole edilmistir. izole edilen suslar molekiiler epidemiyolojik agidan
incelendiginde hasta izolati olmayan izolatlarin bazilari, hastalardan birinin izolati ile
genotipik olarak yakin iliskili tesbit edilmisti. Bu durum &rnek toplama islemi

sirasinda yapilan hatalarin hasta &rmeklerinin kontaminasyonuna neden oldugunu
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gostermistir. Bu ¢alismada bir y1llik bir zaman araliginda kan 6rneklerinin %43’ {inden

C. guilliermondii izole edilmigtir (Medeiros ve ark. 2007).

Hindistan’dan bildirilen bir ¢aligmada, neonatal yogun bakim {initesinde 22
haftalik stirecte alinan kan kiiltiirlerinin 41 (%85.4)'inden C. guilliermondii izole
edilmigtir. Kan kiiltiirlerinde C. guilliermondii tireyen hastalarda fungemi belirtileri
gozlenmemis ve biitiin hastalar antifungal tedavi almaksizin iyilesmistir. Bu durum C.
guilliermondii fungemilerinin yalanci salgin oldugu seklinde yorumlanmstir. Yalanci
salgin etkeninin kaynagim saptamak amaciyla yapilan siirveyans kiiltiirlerinde bazi

saghk calisanlarimin el ve tirnaklan ile intravendz setlerden bu tiir izole edilmistir
(Shah ve Bhatia, 2012).

Amerika Birlesik Devletlerinden bildirilen bir ¢calismada, 25 hastanin kan ve
tirnak orneklerinden olusan 36 klinik drneginde M. guilliermondii {iremis; klinik
buigular: fungemi ile iliskili olmayan hastalarin, mikrobiyoloji laboratuvarinda
kullanilan anaerobik jar kaynakh bir yalanci salgina dahil olduklari tespit edilmistir
(Kirby ve ark. 2017).

C. guilliermondii’nin neden oldufu bagka hastane kaynakli salginlar da
bildirilmistir. italya’da iki haftalik siiregte, 5 cerrahi hastasinda C. guilliermondii’nin
neden oldugu fungemi tespit edilmistir. Tim hastalar vaskiiler Kkataterin
uzaklastinlmas) ve flukonazol ile bagarili sekilde tedavi edilmistir. Klinik veya
¢evresel bir salgin kaynag tammlanmamistir. Ancak izolatlarin ortak bir RAPD
paternini paylastigi belirlenmistir. Hastane kaynakli bulas, enfeksiyon kontrol

onlemlerinin giiglendirilmesi ile durdurulmustur (Masala ve ark. 2003).

C. guilliermondii’nin nadiren kutanz ve subkutandz enfeksiyonlara (De Hoog
ve ark. 2001), dissemine kandidiyazise (Dick ve ark. 1985), dento-alveolar apseye
(McManners ve Samaranayake, 1990), aplastik anemili bir hastada perikarditis iligkili
dissemine enfeksiyona (Vazquez ve ark. 1995) ve kristalin keratopatiye neden oldugu
bildirilmistir (Ainbinder ve ark. 1998).

C. guilliermondii’'nin etken oldugu osteomiyelit vakasinda, enfeksiyon
flukonazol tedavisine yanit vermermis ve parmak ampute edilmigtir. izolat, flukonazol

ve itrakonazol direngli bulunmustur (Tietz ve ark. 1999). C. guilliermondii,



onikomikoz enfeksiyonlarindan en siklikla izole edilen maya tiirlerindendir;

onikomikoz etkenlerinin %2.3"{inii olusturmaktadir (Ghannoum ve Abu-Elteen, 1990).

C. guilliermondii, gingivitis ve periodontitis goriilen bagisik yetmezligi olmayan
bireylerin subgingival biyofilm Grneklerinden en sik izole edilen maya tiirleri arasinda
yer almaktadir (Jewtuchowicz ve ark. 2007). Dejeneratif osteoartrit tanisi konan bir
hastada travmatik prosediir ve predispozon faktdr olmaksizin diz ekleminin primer C.

guilliermondii enfeksiyonu rapor edilmistir (Lee ve ark. 2012).

Sistemik fungal enfeksiyonlarin bagisik yetmezlikli hastalarda siklikla 6limciil
oldugu bilinmektedir. C. guilliermondii’nin mortalitesi %0-45 arahiginda bildirilmekle
birlikte C.albicans’a kiyasla diisiik mortaliteli bir etken olarak tanimlanmaktadir
(Krcmery ve ark. 1999; Chen ve ark. 2013; Marcos-Zambrano ve ark. 2017; Tseng ve
ark. 2018).

2.1.6. Antifungal Duyarhhk

Suslarin gogu pan-azol duyarlihg! gistermektedir. Ancak azollere ¢apraz direng
bildirilmistir. Flukonazol ve itrakonazol direngli bir izolat, flukonazol, itrakonazol ve
vorikonazol direngli bir izolat, vorikonazol ve posakonazol direngli {i¢ izolat
bildirilmistir. Bu maya tiirli polyen toleran olarak ifade edilmesine ragmen birgok C.
guilliermondii susu amfoterisin B duyarh@ gostermektedir. C.guilliermondii, C.
parapsilosis ile birlikte ekinokandinlere en az duyarl maya olarak etiketlenmistir.
Ozellikle kaspofungin, anidulafungin ve mikafungin i¢in MIK degerleri C.
guilliermondii ve C. parapsilosis igin diger Candida tlirlerinden 2-100 kat daha
yiiksek olarak bilinmektedir. Ancak ekinokandinler C. guilliermondii’ye kars: nadiren
test edilmistir. C. guilliermondii’'nin 5-flusitozin duyarhlig ile ilgili olarak, izolatlarin
¢ogunun duyarh oldugunu belirten az sayida ¢ahisma bulunmaktadir {(Savini ve ark.

2011; Marcos-Zambrano ve ark. 2017; Tseng ve ark. 2018).

2.1.7. Viriilans Ozellikleri

Mantarlar, konagin hiicre zarlarinda islev bozukluguna sebep olarak dokuda
ilerlemelerine yani invazyona yardimci olan enzimler olusturmaktadirlar (Schaller ve

ark. 2005). Candida cinsinin hidrolitik enzimleri arasinda en iyi tammlanmis olan
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salg! aspartik proteaz (Sap) enzimidir (Monod ve Borg-von, 2002). Sap enzimi C.
albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis gibi en patojen Candida tiirleri tarafindan
salgilanmaktadir. Klinikle iliskili diger Candida tiirleri, hiicre dis1 proteaz iiretmiyor
gibi goriinmektedir. Bu durum Candida tiirlerinin viriilans siralamasina yansimaktadir
(Schaller ve ark. 2005). C. guilliermondii’nin SAP gen ailesine sahip oldugu
bilinmesine ragmen (Monod ve ark. 1994) C. guilliermondii izolatlarinda Sap
aktivitesi ¢alismalar, az sayida izolat ile yapilmis birkag ¢alismadan ibarettir. Bu
calismalar ile tiire ait izolatlarda enzim aktivitesi saptanamamis ya da diisiik diizeyde

saptanmigtir (Dostal ve ark. 2003; Bramono ve ark. 2006).
2.1.8. Biyoteknolojik Uygulamalar

C. guilliermondii, RF {uretimi igin model organizmadir. Riboflavin (RF, B2
vitamini) kullamm gesitliligi ile nemli bir biyoteknolojik iiriindiir (Abbas ve Sibirny,
2011).

C. guilliermondii ksiloz’un ksilitol’e biyolojik doniigiimii icin en etkili
organizmalardan biridir. Ksilitol 6zellikle sekerlerde, sakiz ve dis macununda

tatlandirici olarak kullanilmaktadir (Zou ve ark. 2010).

C. guilliermondii endiistriyel olarak 6nemli enzimlerin umut vaad eden iireticisi
konumundadir. iniilinaz’in en aktif ireticilerindir (Wang ve ark. 2012). Iniilinaz,
indlin’i fruktoz surubuna, sonrasinda ise biyoetanol ve iniilo-oligosakkaritlere
doniistiiriilebilmektedir (Vijayaraghavan ve ark. 2009). C. guilliermondii amilaz
tiretmektedir. Belli kosullar altinda atiklardan etanol sentezleyebilmektedir (Acourene
ve Ammouche, 2012). C. guilliermondii ve S. cerevisae’nin protoplast fiizyonu ile
elde edilen hibrid, ksiloz ve selobiyoz’u etanole fermante edebilir (Wang ve ark.
1992). C. guilliermondii’nin bazi dogal izolatlari ramnosidaz enziminin zengin bir
kaynagidir. Bu enzim ramnoz iiretiminde ve sarap yapimi sirasinda iiziim islemede
kullanilmaktadir (Rodriguez ve ark. 2010). C. guilliermondii izolatlar1 tarafindan
nitrilaz (Dias ve ark. 2000} ve fitaz (Hellstrom ve ark. 2010) gibi endiistriyel olarak

onemli bagka enzimlerin de {iretildigi rapor edilmektedir.

C. guilliermondii izolatlarimin bazilari, sebze ve meyvelerin depolanma sirasinda
bozulmalarina neden olan hasat sonras: mantar hastaliklarinin biyolojik kontroliinde

(bitki hastahiklarin baskilamak igin mikrobiyal antogenistlerin kullanimi) nemli bir
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potansiyel gdostermektedir (Sundh ve Melin, 2011). C. guilliermondii’nin besin yarisi
yolu ile patojenik mantarlari kontrol ettigi diigiiniilmektedir (Petersson ve Schniirer,
1995). C. guilliermondii baz1 bitkilerde (domates ve yenidiinyada) bitki savunma

enzimlerinde aktivasyon ile hastalik direncine neden olmaktadir (Liu ve ark. 2010).

Tek karbon ve enerji kaynag olarak alkan’larda gogalabilen oldukga nadir bir
maya tiiriidiir, Bu nedenle hidrokarbon kirleticilerin pargalanmasi i¢in kullanilabilir
(Zinjarde ve Pant, 2002). Biyoyakit (Schirmer-Michel ve ark, 2008) ve aroma (Wah ve

ark, 2013) iiretimi agisindan potansiyel kabul edilmektedir.

Cesitli maya tiirleri i¢in klinik 6nem, biyoteknolojik uygulama, biyolojik kontrol
potansiyeli, genom sekansi ve molekiiler ara¢ bilgilerinin karsilastinlmas: Tablo 2-
2’de goriilmektedir.

Tablo2-2. Cesitli CTG klad tiirleri i¢in klinik dnem, biyoteknolojik uygulama, biyolojik
kontrol potansiyeli, genom sekans: ve molekiiler arag bilgileri (Papon ve ark.’dan,

2013)
Tiir Klinik Biyoteknolojik Biyolojik  Genom Molekiiler
dnem uygulama kontrol sekansi araglar
Candida albicans +++ - - Mevcut? +H+
Candida parapsilosis +++ + - Mevcut® -+
Candida tropicalis -+ ++ - Mevcut® ++
Candida dubliniensis ++ - - Mevcut? ++
Candida lusitaniae ++ - - Mevcut? +
Candida guilliermondii ++ ++ 4 Meveut? +++
Candida famata + +++ + Meveut® ++
Candida rugosa + ++ - - +
Lodderomyces efongisporus + - - Mevcut? +
Scheffersamyces stipitis - +++ - Mevcut® ++
Candida maltosa - + + - et
Candida oleophila - - ++++ - +

® http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/candida_group/MultiHome.htm|
b http:/f'www.genome.jp/kegg/genome.html



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Cahsma Grubu Izolatlan

Bu ¢ahismada, Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Tip Fakiiltesi Farabi

Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Hasta Hizmetleri Laboratuvarima Ocak

2006-Aralik 2012 tarihleri arasindaki 7 yil siiresince génderilen 119 hastaya ait farkl

orneklerden (klinik ve siirveyans) izole edilen toplam 136 M. guilliermondii izolat

arasindan segilen 12 klinik izolat kullamlmistir.

M. guilliermondii ¢ahsma grubu izolatlarinin izolasyon tarihi, &rnek tipi ve

servis bilgileri Tablo 3-1’de gosterilmektedir,

Tablo 3-1: M. guilliermondii ¢alisma grubu izolatlarinin izolasyon tarihi, drnek tipi ve servis

bilgileri

Hasta lzolat izolat

izolasyon

o o kodu arihi Ornek tipi Ornegin gonderildigi servis

1 I C-579  12.07.2006 Kan Pediatrik Hematoloji Servisi

2 2 C-650 31.01.2007 Kan Pediatri Siit Cocugu Servisi

. 3 C787  26.04.2008 Kan Fs’zii:r?:i'l Hematoloji Onkoloji

4 4 C-903  06.10.2009 Kan Yenidogan Yogun Bakim Servisi
4 5 C-925 03.11.2009 TPN soliisyonu Yenidogan Yogun Bakim Servisi
4 6 C-942  09.11.2009 Kan Yenidogan Yogun Bakim Servisi
5 7 C-907 08.10.2009 Kan Dahiliye Onkoloji Servisi

6 8 C-898  08.10.2009 Kan Dahiliye Gastroenteroloji Servisi
7 9  C-1051 31.10.2010 Kan Yanik Unitesi

8 10 C-1153  21.11.2011 Kan Yenidogan Yogun Bakim Servisi
8 11 C-1162 29.11.2011  Rektal striintd  Yenidogan Yogun Bakim Servisi
9 12 C-1272  03.03.2012 Kan Dahiliye Endokrin Servisi

Caligmaya dabhil edilen referans suslarin adlari ve farkli sus koleksiyonlarindaki
kodlari Tablo 3-2°de belirtilmistir.
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Tablo 3-2: Referans suslar ve sus koleksiyonlarindaki kodlan

Referans sug adi CBS kodu ATCC kodu NRRL kodu Diger

Candida guilliermondii  CBS 566 ATCC 6260 NRRL Y-324 DSM 6381
Pichia guilliermondii CBS 2030 ATCC 46036 NRRL Y-2075 JCM 1539

3.1.2. Arag ve Geregler

Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalr'na ait; etliv (niive FN120, Tiirkiye), simif II
biyoglivenlik kabini (ESCO Class 11 BSC Airstream AC2-4E8, Tiirkiye ), -20 °C derin
dondurucu (ARCELIK, Tiirkiye) ve -80 °C derin dondurucu (Wisd WUF-500, Kore),
+4 °C buzdolabi (BEKO, Tiirkiye), pastér finm (Wiseven WON-500, Kore), otoklav
(ALP CL-32L, Japonya), otomatik pipetler (Gilson, Fransa), ¢alkalamali su banyosu
(GFL 1083, Almanya), pH metre (Hanna HI 2211, Romanya), manyetik karistirici
(Wisd MSH-20A, Kore), vorteks (Wisd VM-10, Kore), orbital karigtinnc1 (GFL 3005,
Almanya), santrifiij (Sigma 1-14, Almanya), hassas terazi (Shimadzu, AUX220,
Japonya), mikrodalga firin (Samsung ME711K, Malezya), CHEF DR III pulse field jel
elektroforezi sistemi (BioRad, ABD), ChemiDoc™ XRS+ with Image lab™ Software
(BioRad, ABD), UV transilliminatér (Wisd WUV-1.20, Kore), distile su cihazi (niive
NDI12, Turkiye), deiyonize su cihazi (Evoqua, Almanya), bunzen beki ve manyetik bar
kullanildi. Farkh hacimlerde cam erlenmayer, meziir, balon joje ve sise kullamldi. 50
mL'lik ve 15 mL'lik falkon tiipler, 1.5 mL'lik santrifiij tiipleri, pipet ucu (10 pL, 100
pL, 1000 pL), bistiiri ucu {no:21), otoklav bandi ve alimiinyum folyo sarf malzemeleri
kullanild.

3.1.3. Kimyasallar

Yeast Extract (Merck, Almanya), Bacteriological peptone (Sigma, Fransa),
Glycerol (C3HsO3) (A.D.R Advanced Diagnostic&Research, Tiirkiye), Bacteriological
agar (Sigma, Almanya), Tris (C4H11NO3)} (Sigma, ABD), Boric acid (H3BO;3) (Sigma,
Almanya), EDTA disodium salt dihydrate (CioHi4N20sNaz2.2H2Q) (Sigma, ABD),
Hydrochloric acid (HCI) (Sigma, Avusturya), D(+)-Glucose monohydrate
(CeH1206.H20) (Merck, Ispanya), D-Sorbitol (CsHisOs) (Merck, ABD), Sodium
chloride (NaCl) (Merck, Danimarka), Sodium hydroxide (NaOH) {(Merck, Almanya),
tri-Sodium citrate dihydrate (CsHsNa307.2H20) (Merck, Almanya), Calcium chloride
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(CaCl2.2H20) (Merck, Almanya), N-Lauroylsarcosine sodium salt (CisHzsNO3Na)
(Sigma, Ingiltere), Adenine hemisulfate salt (Sigma, ABD), 2-Mercaptoethanol
(C2HsOS) (Sigma, Almanya), Pulse Field Certified™ Agarose (Bio-Rad, ABD),
Certified™ Megabase Agarose (Bio-Rad, ABD), Etidyum bromiir (Sigma, ABD),
Lyticase from Arthrobacter luteus (Sigma, ABD), Proteinaz K from High Pure PCR
Template Preparation Kit (Sigma, ABD), Ribonuclease A from bovine pancreas
(Sigma, ABD), Sfil (Thermo scientific, Litvanya), Pacl (Biolabs, Ingiltere), NotI
(Promega, ABD), 0.225-2.2 Mb §. cerevisiae DNA marker (BioRad, ABD), 50-800 kb
Lambda ladders (Biyolabs, ingiltere), LiChrosolv® LC-MS Grade Kromotografi igin
Su (Merck, Almanya) kullaniimistir.

3.1.4. Soliisyonlar

3.1.4.1. Pulse Field Jel Elektroforezi Soliisyonlar

Acgikga belirtilmedikge, biitiin ¢dzeltiler ve besiyerler 121 °C’de 15 dakika

otoklavlanmigtir ve oda sicakliginda saklanilmstir.

YEPD (ade) broth: 1 g yeast ekstrat, 2 g pepton tartildi ve hacim distile su ile 94.45

mL’ye tamamlanarak ¢oziildii. Kullanmadan 6nce, %40 (w/v) dektroz soliisyondan 5

mL, %] (w/v) adenin’den 0.55 mL eklendi.

YEPD (ade) agar: 5 g yeast ekstrat, 10 g pepton, 10 g agar tartild1 ve hacim distile su
ile 472,25 mL’ye tamamlanarak ¢oziildii. Otoklavlandiktan sonra 60 °C’ye kadar
sogutuldu. %40 (w/v) dekstroz soliisyonundan 25 mL, %] (w/v) adenin’den 2.75 mL
eklendi. Her petrinin igine yaklasik 25 mL dokiildii.

%40 (w/v) Dekstroz: 100 g D-glukoz tartildi ve hacim deiyonize su ile 250 mL’ye

tamamlanarak ¢oziildii.

%ol (w/v) Adenin: 0.25 g Adenin hemisiilfat tartild1 ve hacim 5 M HCl ile 25 mL’ye

tamamlanarak ¢6ziildii. Filtre ile steril edildi. 4 °C’de sakland:.

5M Hidroklorik asit (HCI): 10.42 mL %37 (=12 M) HCI &l¢iildii ve hacim distile su

ile 25 mL’ye tamamlandi.



0.5 M pH:8.0 Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA): 46.525 g disodyum dihidrat
EDTA tartildi ve 200 mL deiyonize su eklendi. NaOH eklenerek ¢6ziildii ve pH 8.0°e

ayarlandi. Hacim deiyonize su ile 250 mL’ye tamamland.
50 mM pH:8.0 EDTA: 10 mL 0.5 M pH:8.0 EDTA, 90 mL deiyonize suya eklendi.

0.125 M pH:7.0 EDTA: 25 mL 0.5 M pH:8.0 EDTA, 50 mL deiyonize suya eklendi.

HCl ile pH 7.0"ye ayarlandi. Hacim deiyonize su ile 100 mL’ye tamamland..

SCE Soliisvonu: 9.11 g sorbitol, 1.47 g sodyum sitrat, 1.12 g disodyum EDTA tartilds
ve 40 mL deiyonize suya eklendi. NaOH pelletleri ile pH:7.0’ye ayarlandi. Hacim

deiyonize su ile 50 mL’ye tamamland..

1 M pH:8.0 Tris (hydroxymethyl) methylamine: 30.275 g tris baz tartildi ve 200 mL
deiyonize su eklendi. HCI ile pH 8.0’e ayarlandi. Hacim deiyonize su ile 250 mL’ye

tamamlandi.

1 M sodyum kloriir (NaCl): 5.844 g NaCl tartildi. Hacim deiyonize su ile 100 mL’ye

tamamlanarak ¢oziildii.

10 M sodyum hidroksit (NaOH): 20 g NaOH tartildi. Hacim deiyonize su ile 50

mL’ye tamamlanarak ¢6ziildii.

Litikaz Soliisyonu (0.665 mg/ml): 13.3 mg litikaz (3770 Unite/mg) 20 ml apirojen

enjeksiyonluk suda ¢oziildii ve cryoviallere béliinerek -20 °C’de sakland..

RNaz A (10 mg/ml) Soliisyonu: Toz haldeki 10 mg RNaz, | mL apirojen

enjeksiyonluk suda ¢oziildii ve cryoviallere béliinerek -20 °C’de sakland.

Proteinaz K Cdzme Soliisyonu: 0.029 g CaClz, 100 pL 1 M pH:8.0 Tris-HCI, 5 mL

gliserol, 5 mL deiyonize su karisimi hazirlandi.

Proteinaz K Soliisyonu (100 mg/ml): Toz halindeki 100 mg proteinaz K, 1 mL

proteinaz K ¢6zme soliisyonunda ¢oziildii ve cryoviallere béliinerek -20 °C’de

saklanda.



%10’luk N-Lauroylsarcosine sodyum tuzu: 10 g N-Lauroylsarcosine tartildi ve 80 mL
0.5 M pH:8.0 EDTA iginde ¢oziildii. 0.5 M pH:8.0 EDTA ile hacim 100 mL’ye
tamamlandi. Oda sicakliginda sakland:. Bu ¢6zeltiyi otoklavlamaya ihtiyag yok.

1X pH:8.0 Tris-EDTA (TEY: 1 mL 1 M pH:8.0 Tris-HCI, 200 uL 0.5 M pH:8.0 EDTA

karistirildiktan sonra hacim deiyonize su ile 100 mL’ye tamamland.

Saklama Soliisyonu: 45 mL 0.5 M pH:8.0 EDTA ile 5 mL 1 M pH:8.0 Tris-HCl
karistirilda.

10X TBE: 109 g tris baz, 55.6 g borik asit, 3.72 g EDTA disodyum tuzu tartild ve 500
nL deiyonize suda ¢oziildii. HCI ile pH:8.3"e ayarfandi. Hacim deiyonize su ile | L’ye

tamamlandt.
0.5X TBE: 150 mL 10X TBE &l¢iildii ve hacim deiyonize su ile 3 L’ye tamamland.

10 mg/ml Etidyum Bromiir (EtBr) Stok Soliisyonu: 100 mg EtBr tartildi ve hacim

deiyonize su ile 10 mL’ye tamamlanarak ¢oziildii.

0.5 pg/ml EtBr Soliisyonu: 15 pul. 10 mg/m] EtBr stok soliisyonu 300 mL deiyonize

suya eklendi.

3.2. Yontem

3.2.1. Pulse Field Jel Elektroforezi Genomik DNA’nin Restriksiyon Enzim
Analizi Optimizasyonu
Candida guilliermondii CBS 566 ve Pichia guilliermondii CBS 2030 referans
suglarinin ve klinik ¢alisma izolatlarimin PFGE’i Maringele ve Lydall (2006)in
“tomurcuklanan maya kromozomlarinin pulsed field jel elektroforezi" protokolii
tizerinde bir dizi degisiklik yapilarak asagida belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir
(Maringele ve Lydall, 2006).

3.2.1.1. Maya Kiiltiirii Hazirlanmasi

o -80 °C’de %20 gliserollii YEPD broth iginde saklanan suslardan YEPD agara pasaj
yapildi ve koloniler goriiniir hale gelene dek yaklasik 24 saat 30 °C’de inkiibe
edildi.

» YEPD agarda ¢ogalan suslardan YEPD agara tek koloni pasaji yapildi ve 24 saat
inkiibe edildi.
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» YEPD agar’daki kolonilerden steril bir plastik &ze ile 4 mL YEPD broth besiyerine

inokiilasyon yapildi.

e Sivi kiiltiirler galkalayic su banyosunda 100 devir/dk hizda, 30 °C’de gece boyu (<
16 saat) inkiibe edildi.

3.2.1.2. Low Melting Point Agaroz (%1.2) Hazirlanmasi

e 0.24 g Low Melting Point (LMP) agaroz tartildi ve hacim 0.125 M pH:7.0 EDTA
ile 20 ml’ye tamamlandi. Mikrodalgaya yerlestirildikten sonra 5-10 saniyede bir
cikanlip yavasca karistirildi. LMP agarozu kaynatmamaya dikkat edildi. Eritilen
agaroz, 65 °C su banyosunda bekletildi.

3.2.1.3. Litikaz Soliisyonu Hazirlanmas:

15 plug i¢in,
e 150 pl SCE gbzeltisi
e 150 pl Litikaz
e 7.5 pl B-mercaptoethanol
Karigim yiiksek hizda 10 sn vorteks yapildiktan sonra quick spen yapildi.

Kullanana kadar 4 °C’de bekletildi. Litikaz soliisyonu kullanmadan hemen &nce

hazirlandi.
3.2.1.4. Maya Hiicre Pelleti Hazirlanmasi

Her izolattan 1 plug hazirlamak igin,

¢ YEPD broth’da ¢ogalan kiiltiirden 1.5 mL’lik steril eppendorf tiipe konuldu. Oda
sicakliginda en yiiksek hizda 30 sn santrifiij edildi. Siipernatan dékiildii. Her sus
i¢in yaklasik 10 pL hacimde hiicre pelleti olusana kadar islem tekrarland..

» Hiicre pelletine 200 pL. 50 mM pH 8.0 EDTA eklendi. Yavasga vortekslendi. En
yilksek hizda 30 sn santrifij edildi. Stipernatan dokiildii. islem 2 kez tekrarlandi.

3.2.1.5 Plug Hazirlanmasi

Hiicre pelletinin iistiine,

e 20 pul 50 mM pH 8.0 EDTA

e 20 pl Litikaz soliisyonu
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* 55 pl %I1.2°1ik LMP agaroz

eklendi. Homojen bir karigim olusana kadar yavasca kanstirildi ve &nceden alu
bantlanarak kapatilmis olan plug kahbindaki kuyucugun icine hemen pipetlendi.
Pluglarin sekil almas: igin dnce oda sicakhiginda 15 dk, sonra -20 °C dondurucuda 5
dk bekletildi. Pluglar sekillendikten sonra plug kaliplannin altindaki bant

uzaklastiriidi ve her plug mini spatula ile 50 mL’lik falkonun igine gikarildi.
3.2.1.6. EDTA-Tris-p Merkaptoetanol Soliisyonu Hazirlanmas)
15 plug igin,

s 6.75mL 0.5M pH 8.0 EDTA
» 0.75mL 1 M pH 8.0 Tris-HC!
e (.375 mL B-Mercaptoethanol

karisimi  hazirland;.  Bir plug bulunan her falkona 0.5 mL EDTA-Tris-f
Merkaptoetanol (ETB) soliisyonu eklendi. EDTA-Tris-p Merkaptoetanol soliisyonu
kullanmadan hemen 6nce hazirlandi. 37 °C’de 8¢ devir/dk hizda bir gece inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra ETB soliisyonu dokiildii. Bir plug igeren her falkona 1
mL 50 mM pH:8.0 EDTA eklendi. Su banyosunda 37 °C’de, 80 devir/dk hizda 15 dk

yikama islemi yapildi. Bu asama 3 kez tekrarlandi.

3.2.1.7. Proteinaz Soliisyonu Hazirlanmas:
15 plug igin,

* 6.75mL 0.5 M pH:8.0 EDTA

e 0.75 mL %0 N-Lauroylsarcosine

e 75 pL100 mg/mL Proteinaz K
e 15 puL 50 mg/mL RNaz soliisyonu

karigimi hazirlandi. Proteinaz soliisyonu kullanmadan hemen &nce hazirlandi. Bir plug
bulunan her falkona 500 pL proteinaz soliisyonu eklendi. Su banyosunda 37 °C’de, 80
devir/dk hizda 1 gece inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra proteinaz soliisyonu
dokiildii. Bir plugh her falkon igin 1 mL 50 mM pH:8.0 EDTA eklendi. Su
banyosunda 37 °C’de, 80 devir/dk hizda 15 dk yikama islemi yapildi. Bu asama 3 kez
tekrarlandi. Oda sicakliginda 1 mL 1X TE iginde 30 dk inkiibe edildi. Bu iglem 2 kez
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tekrarlands. Pluglar karyotipleme ve genomik DNA'nin restriksiyon enzim analizi igin

hazir duruma geldi.

Pluglar bu agamada 4 °C’de saklama soliisyonunda haftalarca saklanabilir.
Pluglar kullanmadan 8nce saklama soliisyonundan uzaklastirtlir, | mL 1X TE iginde

30 dk oda sicakliginda inkiibe edilir. Bu islem 2 kez tekrarlanir.

3.2.1.8. Genomik DNA’nin Retriksiyon Endoniikleaz Enzimleri ile Kesilmesi

Her plug steril petri icinde steril bistiiri ile 4 esit egit parcaya béliindii. Her
plug’in Y4’liik pargas: (2.5 mm) 1.5 mL’lik steril eppendorfa kondu. Her restriksiyon
enzimi igin Tablo 3-3’de belirtilen reaksiyon karnigimi hazirland: ve plug dilimi bu
karistmin igine daldinldi, Karisim Tablo 3-4’de belirtilen sicakliktaki su banyosunda
inkiibe edildi.

Pulse field jel elektroforezi-genomik DNA’nin restriksiyon enzim kesimi igin

kullanilan bilesenler ve miktarlar Tablo 3-3’ de gosterilmektedir.

Tablo 3-3: Pulse field jel elektroforezi-genomik DNA’nin restriksiyon enzim kesimi igin

kullamlan bilesenler ve mikiarlan

Restriksiyon Restriksivon 10mg/ml 10X Deiyonize Toplam
enziminin enzimi Acetylated buffer su reaksiyon
Adi uL (U) BSA (uL) (uL) (uL) hacmi
(nL)
Noil 1 uL (10U) 2 20 177 200
Pacl 1 pL(0U) -2 20 179/177 200
Sfil 2puL(20U) 2 20 176 200

Pulse field jel elektroforezi-genomik DNA’min restriksiyon enzim kesimi icin

kullanilan enzimlere ait bilgiler Tablo 3-4° de g&sterilmektedir.



Tablo 3-4: Pulse field jel elektroforezi-genomik DNA'min restriksivon enzim kesimi igin

kullanilan enzimlere ait bilgiler

RES.III!CS}YDH Restriksilyon' bélgesi Stok Buffer Reaksi yon -
enziminin 5-3 konsantrasyonu  (10X) Sicakligt Firma
adi 3-5 Y (°C)
GC/GGCCGC
Notl CGCCGG/CG 10 Ufpl Buffer D 37 Promega
TTAAT/TAA CutSmart New England
Pacl AAT/TAATT 10 U/l Buffer 37 Biolabs
GGCCNNNN/NGGCC Thermo
il CCGGNNNNNCcGG 'MW BufferG 30 g ienific

N: Herhangi bir niikleotid (A, T, G, C), /: kesim noktasi

Inkiibasyon siiresi sonunda eppendorf tiiplerdeki restriksiyon enzim karigimi
dokiildii. Plug dilimi tizerine 1 mL 1X TE eklenerek oda sicakhiginda | saat bekletildi.

Pluglar megabaz agaroz jel igine gdmme ve elektroforez igin hazir duruma geldi.

3.2.1.9. Megabaz Agaroz (%]1.0) Jel Hazirlanmasi

Enzim kesim #riinlerini yiiriitmek igin 1 g megabaz agaroz tartildi ve hacim
pH:8.3 0.5X TBE ile 100 mL’ye tamamland:. Agaroz soliisyonu mikrodalgada 3 dk
kaynatildi ve 60 °C’ye sogutuldu. Kaynatilan agarozun 1 mL’si eppendorf tiip igine

ayrilarak ayni sicaklikta sakland:.

Megabaz agaroz jel icine gmme ve elektroforez igin hazir plug dilimleri, CHEF
DR 1! PFGE sistemine (BioRad, ABD) ait tarak diglerinin u¢ kismina yerlestirildi ve
plug dilimlerinin tarak dislerine tutunmasi igin 30 dk beklendi. Jel dékme stand:
firmanin talimatlart dogrultusunda hazirlandi ve tarak standin iist kismina
yerlestirildikten sonra hazirianan megabaz agaroz dokiildii. Jelin katilagsmasi igin 1
saat beklendikten sonra tarak jelden uzaklagtirildi. 60 “C’de bekletilen 1 ml megabaz

agaroz kullanilarak tarak dislerinin olusturdugu kuyucuklarin iistit kapatild.
3.2.1.10. Elektroforez

CHEF DR 111 PFGE sistemi (BioRad, ABD) iireticinin talimatlari dogrultusunda
kuruldu. Elektroforez hiicresinin igine 2 L pH:8.3 0.5X TBE d&kiildii. Plug
dilimlerinin gomiildiigii megabaz agaroz jeli elektroforez hiicresinin igine yerlestirildi.

Elektroforez sistemi asagidaki sekilde ayarlands.
* Pompa: 80 (> 0.75 L/dk)
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e Sicaklik: 14 °C

Genomik DNA’nin enzim kesim {iriinleri i¢in PFGE kosullari:

Baglangig switch siiresi 5sn
Son switch siiresi 20 sn
Elektroforez siiresi 24 sa
Acgl 120°
Voltaj 4.5V/cm

3.2.1.11. Boyama ve Gériintiileme

Elektroforez sonrasi jel, 0.5 pg/mL son konsantrasyonda EtBr soliisyonu igine
yerlestirildi ve 45 rpm galkalamada 30 dk inkiibe edildi. EtBr soliisyonundan
alindiktan sonra deiyonize su ile 45 rpm ¢alkalamada 1 saat siire ile jelden boya
uzaklastirildi. ChemiDoc™ XRS+ with Image lab™ Software Version 6.0.1 (BioRad,
ABD) ile gériintiilendi ve SCN dosyasi olarak kaydedildi.

24



4. BULGULAR

4.1. Pulsed Field Jel Elektroforezi-Genomik DNA'nin Restriksiyon Enzim Analizi
Sonuclan

4.1.1. Genomik DNA’'nin Sfil Restriksiyon Enzimi Analizi

M. guilliermondii gahgma suglarinin Sfil enzimi ile kesilmesi ile olusan bant

profilleri Sekil 4.1°de g&riilmektedir.
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Sekil 4.1. Calisma suslanmin pulsed field jel elektroforezi-genomik DNA’min Sfil
enzimi ile kesimi sonucu olusan bant profilleri. (RS. Meyerozyma guilliermondii CBS
2030 M. 50-800 kb Lambda ladder DNA biiyiikliik marker’1)



4.1.2. Genomik DNA’nin Norl Restriksiyon Enzimi Analizi

M. guilliermondii ¢alisma suglarinin Notl enzimi ile kesilmesi ile olusan bant

profilleri Sekil 4.2’de gériilmektedir.

Sekil 4.2: Calisma suglarinin pulsed field jel elektroforezi-genomik DNA’nin Notl
enzimi ile kesimi sonucu olugan bant profilleri. (RS. Meyerozyma guilliermondii CBS
2030 M. 50-800 kb Lambda ladder DNA bilyiikliik marker’1)
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4.1.3. Genomik DNA’min Pacl Restriksiyon Enzimi Analizi

M. guilliermondii ¢aligma suglarinin Pacl enzimi ile kesilmesi sonucu elde

edilen jel goriiniimi $ekil 4.3'de goériillmektedir.

Sekil 4 3. Calisma suslanimin pulsed field jel elektroforezi-genomik DNA’nin Pacl
enzimi ile kesilmesiyle olusan jel goriinimil (RS. Meyerozyma guilliermondii CBS
2030 M., 50-800 kb Lambda ladder DNA biyilklitk marker™)
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5. TARTISMA

M. guilliermondii, dogal ortamlardan sikhkla izole edilmesinin yaninda insan
deri ve mukozal yiizey mikroflorasinda da bulunmaktadir. insan firsatgi patojeni
olarak fungemi gibi ciddi enfeksiyonlarin da etkenidir (Savini ve ark. 2011). M.
guilliermondii, diisiik dogal virlilansa sahip bir tiirdiir, ancak insan hastaliklarina
neden olabilmesi ve ¢oklu ilag direnci gisterebilmesi nedeniyle Snemlidic (Pfaller ve
ark. 2006; Savini ve ark. 2010; Savini ve ark. 2011; Diba ve ark. 2012; Lee ve ark.
2012). Cogunlukla kanser hastalarinda enfeksiyon olusturmakla (Krcmery ve ark.
1999; Kremery ve Barnes, 2002; Girmenia ve ark. 2006) birlikte pediatri hastalarinda
da kandidemi etkeni olarak dikkat gekmektedir. Sporadik kandidemi vakalan yaninda
tiriin neden oldugu hastane kaynakh salginlar da bildirilmistir (Yagupsky ve ark.
1991; Peman ve ark. 2008; Shah ve Bhatia, 2012).

M. guilliermondii’nin klinik maya izolatlar1 arasindaki izolasyon sikhgi
yaklasik %2°dir. Farkli ¢alismalarda bu patojenin neden oldugu fungemiler ise biitiin
kandidemilerin %1-11.7’sinden sorumludur. Bu sonuglarla M. guilliermondii, tim
kandidemilerin kiigiik bir yiizdesinden sorumlu, nadir patojen olarak tammlanmigtir
(Abi-Said ve ark. 1997; Diba ve ark. 2012). Ancak fungemiler yitksek mortaliteye
sahip enfeksiyonlar olmalan ile nemlidirler (Beck-Sague ve Jarvis, 1993; Posqualotto
ve ark. 2006; Chen ve ark. 2013).

C. albicans fungemilerden en sk izole edilen fungal patojen olarak
bildirilmektedir. C. albicans’1 C. parapsilosis ve C. tropicalis tiirleri takip etmektedir
(Edmond ve ark. 1999; Wisplinghoff ve ark. 2004; Perlroth ve ark. 2007; Marra ve
ark. 2011). Cebeci Giiler ve ark.larimin (2017) galismasinda M. guilliermondii,
kandidemilerden 2006-2008 yillarinda en sik izole edilen 4. tiir, 2010 yilinda en sik
izole edilen 3. tiir, 2009 ve 2011-2012 yillarinda ise en sik izole edilen tiir olmustur.
2006-1012 yillar arasindaki 7 yillik siire¢ degerlendirildiginde C. albicans’1 (%29.2)
takiben kandidemilerden 2. en sik izole edilen tiir M. guilliermondii (%28.7) olmustur.
M. guilliermondii’yi C. parapsilosis (%19.3) ve C. tropicalis (%6.5) takip etmistir.
Diger tiim maya tiirleri, kan Kkiiltiirlerinden izole edilen mayalarin %16.2’sini

olugturmustur (Cebeci Giiler, 2014). Cebeci Giiler ve ark.Jarinin verileri "salgin"
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varligina isaret etmektedir. M. guilliermondii’nin fungemilerden en sik izole edilen tiir
ya da tiirlerden olmas: literatiir genelinde ¢ok az rastlanan bir durumdur (Medeiros ve
ark. 2007; Shah ve Bhatia, 2012).

M. guilliermondii, ¢ok sayida sinonim (Cebeci Giiler, 2014) ile nomenklatiirii ve
taksonomisi olduk¢a kafa karigtirici bir tiirdiir. Bu mantar tiirii literatiir genelinde
sikhikla C. guilliermondii (telemorf P. guilliermondii) olarak adlandinlmistir. Ancak
2010 yilinda Kurtzman ve Suzuki’'nin ¢alismalan ile Meyerozyma cinsine dahil
edilmis, telemorf tiir adi M. guilliermondii olarak degistirilmistir. Bu nedenle
giiniimiizde genellikle M. guilliermondii olarak ifade edilmektedir (Kurtzman ve
Suzuki, 2010). C. guilliermondii olarak siniflandirilan suglar ve telemorfu P.
guilliermondii, 6zellikle C. fermantati (telemorf Pichia caribbica) ve C. carpophila
sinonimlerinin dahil oldugu, fenotipik olarak ayrilamayan, genetik olarak heterojen bir
kompleks olarak diisiiniilmektedir (Bai, 1996; San Millan ve ark. 1997). Ayrica bu tiir,
C. famata (telemorf Debaryomyces hansenii) tiirii ile de mevecut fenotipik
identifikasyon metodlar1 ile net olarak ayrilamamaktadir. M. guilliermondii’'nin
taksonomik yerlesiminin ve identifikasyonunun tam saglanabilmesi igin farkl
molekiiler yontemler tamimlanmistir (Vaughan-Martini ve ark. 2005; Desnos-Ollivier
ve ark. 2008; Nguyen ve ark. 2009; Romi ve ark. 2014). internal transcribed spacer
(ITS), D1/D2 ve intergenic spacer (IGS) ribozomal gen bolgelerinin DNA sekans,
elektroforetik karyotipleme, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve polimeraz zincir
reaksiyonu-restriksiyon fragmenti uzunluk polimorfizmi (PCR- RFLP) g¢alismalar ile
P. guilliermondii klad’daki taksonlarin ayrimina ve P. guilliermondii’nin C. famata
(D. hansenii) tiirlinden ayrimina ¢ahisilmigtir (Desnos-Ollivier ve ark. 2008; Lockhart
ve ark. 2009; Yamamura ve ark. 2009; Savini ve ark. 2010; Cornet ve ark. 2011; Romi
ve ark. 2014)

Klinik 6rneklerden M. guilliermondii izolatlarinin izolasyonu, biyokimyasal
identifikasyonu ve saklanmasi iglemleri KTU Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Hasta Hizmetleri Laboratuvarinda gergeklestirilmisti.
Maya kolonilerinin tiir diizeyinde identifikasyonu, karbohidrat asimilasyonu temelli
ticari identifikasyon kiti, APl 20 C AUX (bio - Merieux, Fransa) ile
gerceklestirilmisti. M. guilliermondii olarak identifiye edilen izolatlar %20 gliserollii

YEPD saklama besiyerine konularak -80 °C derin dondurucuda saklanmisti. Suglarin
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molekiiler identifikasyonu rDNA tiim ITS Gen Bolgesinin Sekanslanmasi ve rDNA
tim 1GS gen bolgesi PCR lriinlerinin A/ul Restriksiyon Fragmenti Uzunluk

Polimorfizmi ile dogrulanmigti (Cebeci Giiler ve ark. 2017).

Cebeci Giiler’in doktora tez ¢aligmasinda (2014), PFGE-EK ¢ahsmasi sonucu
Sekil 5.1°de belirtilen jel goriiniimii elde edildi. Dokuz hastamin 12 izolatinda 5 farkli
karyotip (A, B, C, D ve E) elde edildi. Klinik izolatlarin 8 tanesinde {C-650, C-903, C-
925, C-907, C-898, C-1051, C-1162, C-1272) aynmi karyotip (B) gozlendi. Diger 4
izolatta (C-579,3 C-787, C-942, C-1153) birbirlerinden ve diger tiim izolatlardan farkh
karyotipler gozlendi. C-650, C-903, C-925, C-907, C-898, C-1051, C-1162, C-1272,
C-787, C-787, C-1153 nolu izolatlarda 7 kromozom bandi gézlenirken C-579 ve C-
942 nolu izolatlarda 6 kromozom bandi gézlendi. Calismada P. guilliermondii CBS
2030 ve C. guilliermondii CBS 566 referans suglarinda 6’sar kromozom bandi
gézlendi. Ancak bu iki referans susga ait karyotipleme bant profilleri farkliydi (Cebeci
Giiler, 2014). Yiiksek lisans tez ¢alismamizda da, bu suslar ile EK asamasi
gerceklestirildi ve bu ¢alisma ile ayni sonuglar elde edildikten sonra REAG asamasina

gegildi.
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Sekil 5.1. Meyerozyma guilliermondii izolatlanmin PFGE-EK bant profillerinin

gbrintimid M. 0.225-2.2 Mb Saccharomyces cerevisiae kromozomal DNA marker
(Cebeci Giiler, 2014).

Cebeci Giiler’in doktora tez ¢aligmasinda (2014), farkli her bant profili bir
karyotipi temsil edecek sekilde yorumlanmisti. Sekiz izolatta 5 farkli karyotipin
belirlenmesi ve salgin dénemlerine ait olmayan C-579 ve C-787 nolu izolatlarin diger
izolatlardan farkii karyotipe sahip olmasi; karyotiplemenin, M. guilliermondii tiiriine
ait epidemiyolojik olarak iligkili izolatlanin klonal iliskisinin aragtirilmasi igin
kullamlabilecegini diisiindiirmiigtii. llging sekilde, 2007 yilinda izole edilen ve salgin
donemlerine ait olmayan C-650 izolati ise salgin izolatlariyla ayni karyotipe sahipti
(Cebeci Giiler, 2014).

GCaligmamizda, Sfil ile yapilan kesimlerde 12 galisma susunun 10’unda ¢iplak
gozle degerlendirilebilen bant profili elde edildi (Sekil 4.1). Notl ile yapilan kesimde
ise 12 ¢aligma susunun 7°sinde ¢iplak gézle degerlendirilebilen bant profili elde edildi

(Sekil 4.2). Pacl ile yapilan kesimlerde ise suslarin higbirinden gézle
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degerlendirilebilen bant profili elde edilemedi (Sekil 4.3). Pacl ile kesim
reaksiyonunda, enzim miktarinin veya reaksiyon igin uygulanan siirenin yetersiz
olabilecegi diistintildii. Finansal yetersizliklerden dolay1 Pacl ile kesimler
tekrarlanamadi. Calisma sonuglarimiza gore, ¢alisma suslarimizdan 6’simin (C-650, C-
787, C-903, C-907, C-1051 ve C-1133) karyotipleme, Sfil ve Notl bant profilleri
kargilagtirtlds. Suslarin 6’sinda da, Sfil ile kesim reaksiyonu sonucunda, molekiiler
bilyiiklik marker’1 aralifina dagilmis ve daha net ayirt edilebilen bantlar izlenmistir.
Sfil ve Notl bant profilleri, karyotipleme bant profilleriyle karsilastirildiginda; aym
karyotipe sahip C-650, C-903, C-907 ve C-1051 suslarinda, her iki enzimle de kesim
sonucu olusan bant profilleri incelendiginde C-650 susunun diger ii¢ sustan farkli bant
profiline sahip oldugu bulundu (C-650 salgin déneminde izole edilmemisti) ve REAG
protokoliiniin karyotiplemeden daha ayirt edici oldugu sonucuna varildi. Farkh
karyotiplere sahip C-787 ve C-1153 suslarinin REAG-Sfil ve REAG-Norl bant
profilleri de diger suglardan farkh bulundu. REAG-Sfil, epidemiyolojik olarak iliskili

M. guilliermondii suglarinin klonal iligkisini belirlemede kullan:labilir.

Bai 1996°da referans suslarla yaptifi ¢alismada, karyotipleme ve DNA baz
igerigini kullanarak C. guilliermondii suglart arasinda C. fermantati tiriinii
tanimlamigtir (Bai, 1996). Bai ve ark.’lar 2000°deki ¢ahismalarinda, C. guilliermondii
kompleks’de yer alan taksonlar arasindaki taksanomik iliskiyi elektroforetik
karyotipleri karsilagtirarak c¢alismislardir (Bai ve ark. 2000). Vaughan Martini ve
ark.’lar1 2005°deki ¢aligmalarinda karyotiplemeyi P. guilliermondii klad’daki yeni
tiirlerin tanimlanmasinda DNA sekans karsilagtirmalan ile beraber kullanmuglardir
(Vaughan-Martini ve ark. 2005). Literatiirde bu tiire ait ¢ok az elektroforetik

karyotipleme ¢aligmasi bulunmaktadir.

Pulse field jel elektroforezi-Genomik DNA’nin restriksiyon enzim analizi igin
tiire uygun restriksiyon enzimini belirlemeye ¢ahsan tek ¢alismayi Chou ve ark.’lan
(2007), C. tropicalis igin yapmglardir. C. tropicalis izolatlannmin PFGE-REAG igin
uygun enzim segimi amaciyla C. tropicalis referans susunda (ATCC 13803)
denenecek enzimlere, S. cerevisiaze genomunun (12.1 Mb) 34 farkli restriksiyon
endoniikleaz enziminin kesimi ile olusan ortalama fragment bilyiikliikkieri dikkate
alinarak karar verilmistir. C. tropicalis, S. cerevisiae gibi AT zengin bir genoma

sahiptir. Bu kaynakta BssHII’ nun ortalama fragment biiyiikliigii 27.000 bp’dir ve bu
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enzim ile benzer bilyiikliikte fragment olusturan 11 enzim C. tropicalis referans
susunda deneme igin segilmistir. BbvCl, BssHIl, Eagl, Nael, Nhel, Pacl, Pmel, Rsrll,
Sbfl, Sfil, SgrAl ve Smal enzimleri denenmis ve BssHI1, Nael ve Rsrll C. tropicalis’de
PFGE-REAG i¢in faydal: enzimler olarak tesbit edilmistir. Bu ii¢ enzim 9 klinik C.
tropicalis izolatinda ¢ahsilmig ve Nael en ¢ok PFGE tipi ve en yiiksek ayrim giicii
gosterdigi icin en uygun enzim olarak belirlenmistir (Chou ve ark. 2007). BssHII,
maya PFGE ¢aligmalarinda en sik kullanilan restriksiyon enzimidir (Branchini ve ark.

1994; Voss ve ark. 1998; Silva ve ark. 2001; Lin ve ark. 2007)

Pulse field jel elektroforezi igin uygun restriksiyon enziminin segiminde en
onemli faktdr hedef DNA'nin %GC igerigidir. %GC igerigi yiiksek genomler igin AT
tanima bBlgeli restriksiyon enzimleri segilmektedir. Yani genomun GC igerifi ne
kadar fazla ise restriksiyon enziminin tanima bélgesindeki GC orami o kadar az
olmalidir. Ancak bu konudaki genellemeler prokaryot genomlari iizerinden yapilmistir
(Dijkshoorn ve ark. 2001). Ayrica, hedef DNA iizerinde kismen az sayida bilgeden
kesen ve bliyilk DNA fragmentleri veren enzimlerin kullanilmast dnerilmektedir. Cok
sayida kiiciik fragment (10 kb’dan daha diisiik) olusturan enzimlerin bu amacgla
kullanilmas: miimkiin olmamaktadir. Alti bp’dan daha bilyilk sekansa sahip
restriksiyon enzimleri, bliyiik fragmentler olusturduklar: igin potansiyel olarak daha
faydalidirlar. Ticari olarak mevcut 8 bp tanima bdlgesi olan 9 restriksiyon enzimi
bulunmaktadir. Bunlardan Norl, Sfil, Sifl, Ascl, Pacl ve Swal GC igerigi yaklagik
%35-55 olan genomlarda nadir kesen enzimler olarak bilinmektedir {Hacioglu Basim
ve Basim, 2001).

Cebeci Giiler'in doktora tez galismasinda (2014), 6 bp tanima bélgeli Bsal,
BssHI1, Hindll}, Nael, Nhel, Smal, Sphl, Xbal; 7 bp tamima bblgeli Sapl; 8 bp tanima
bélgeli Norl, Pacl ve Sfil restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullamlmisti. C.
guilliermondii %GC igerigi (%43.8, %44.4) (Butler ve ark. 2009; Kurtzman, 2011),
C. tropicalis’in %GC igeriginden (%33.1) (Butler ve ark. 2009) daha yiiksek oldugu
igin, S. cerevisiae susunun restriksivon endoniikleaz kesimleri ile olusan ortalama
fragment biiyiikliikleri ve enzimlerin tanima bolgelerindeki GC igerigi dikkate
alinmadan; referans M. guilliermondii suslarinda denenecek enzimler Chou ve
ark.’laninin kullandids kaynaktan (Average Fragment Size Generated By Endonuclease

Cleavage) orneklem usuliiyle secilmisti (Cebeci Giiler, 2014).
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Cebeci Giller’in doktora tez cahgmasinda, Sfil, Notl ve Pacl restriksiyon
driinleri, molekiiler biiyiiklilk marker’1 arahgina dagilmis ve daha net ayirt edilebilen
bantlar seklindeydi. Bu nedenle Notl, Pacl, Sfil restriksiyon enzimleri M.
guilliermondii suglarmin PFGE-REAG igin daha uygun enzim adaylan olarak
degerlendirilmigti. Ancak bu 3 enzim yalmzca referans suslarda (C.guilliermondii
CBS 566 ve P. guilliermondii CBS 2030) cabsilmigti (Cebeci Giiler, 2014). Bu
nedenle galismamizda, klinik M. gulliermondii suslannin PFGE-REAG igin bu iig
enzim kullanildi. Notl ve Pacl 8 bp tamima bolgeli enzimlerdir. Notl tamima bolgesi
yalmizca GC, Pacl tanima bélgesi ise yalmzca AT niikleotidlerini bulundurmaktadir.
§fil ise GC yaninda 5N (herhangi bir niikleotitten ard arda 5 tane) bulundurmaktadir.
Bu sonuglara bakildiginda M. guilliermondii izolatlarmin PFGE-REAG igin, genomun
%GC igeriginin enzim segiminde yonlendirici olmadig: ancak 8 bp tamima bélgeli
restriksiyon enzimlerinin daha uygun oldugu sonucuna varilabilir. Literatiir genelinde
farkli maya tiirlerinin PFGE-REAG calismasi igin Sfil (Dib ve ark. 1996; Pfaller ve
ark. 1998; Chen ve ark. 2005; Heo ve ark. 2011; Abdeljelil ve ark. 2012) ve Norl
enzimlerine rastlanmaktadir (Lee ve ark. 2007). Pacl ise heniiz bu amagla
kullanilmamustir. Notl, Pacl, Sfil, Srfl, Ascl, ve Swal GC igerigi yaklasik %35-55 olan
genomlarda nadir kesen enzimler olarak bilinmektedir (Hacioglu Basim ve Basim,
2001). Cebeci Giiler’in doktora tez ¢aligmasi (2014) sonuglarn da bunu destekler
niteliktedir. Caliymamizda biitge kisitliliklar: nedeniyle, Cebeci Giller’in doktora tez
cahismasi (2014) sonuglar: dikkate alinarak yukaridaki 6 enzimden Notl, Pacl ve Sfil
cahisilmistir,

Voss ve ark.’lari 1998°deki ¢ahsmalarinda 7 farkli Candida tiiriine (C.
albicans, C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. pseudotropicalis ve
C. guilliermondii) ait referans izolatlari PFGE EK, REAG-BssHII ve RAPD analizi ile
¢ahsmislardir. Calisma bu y&ntemlerin epidemiyolojik olarak iliskisiz izolatlarda
ayrim giiciinii belirlemek igin uygulanmistir. Bu tiplendirme y&ntemlerinden higbirinin
ve kombinasyonlarmin  C. guilliermondii referans suslari arasinda ayrnm
saglayamadii ifade edilmistir. Bu ¢cahisma ile 4 C. guilliermondii referans susunda tek
bant farklilifii igeren yalmzca 2 farkh bant paterni belirlenmistir (Voss ve ark. 1998).
Calismada kromozom sayisi belirtilmemesi, 7 tiir igin ayni enzim ve elektroforez
kosullarinin kullanilmas, iistelik hic jel goriintiisii verilmemesi ¢alisma sonuglarina

temkinli yaklagmay: gerektirmektedir.
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Chen ve ark.’lan (2005), 53 C. albicans klinik izolatiminin genetik iliskisini
degerlendirmek igin PFGE-EK, BssHII ve Sfil restriksiyon enzimlerini kullanarak
PFGE-REAG ve rep-PCR yontemlerini karsilastirmiglar ve bu yéntemlerin hepsinin
ayni hastadan izole edilen klonal olarak iliskili izolatlan tamimlayabildigini
bulmuglardir. PFGE-BssHII, 40 genotip tamimlayarak en yilksek aynm giiciinii
sergilerken, PFGE-Sfil 35 genotip, rep-PCR 31 genotip tammlamistir. Karyotipleme
19 genotip tanimlayarak en diisiik ayrim giictine sahip ydntem olarak belirlenmigtir
(Chen ve ark. 2005). Heo ve ark.’lart (2011), klinik 50 C. albicans izolatinin genetik
iligkisini PFGE-EK ve BssHIl (REAG-B) ve Sfil (REAG-S) ile calismiglardir. Bu
yontemler arasinda REAG-B, ayrim giicii en yiiksek yontem olarak belirlenmistir (Heo
ve ark. 2011). Abdeljelil ve ark.’lan (2012), neonatal yofun bakim biriminde
kandidiyazis salginiin arastirirken, 6 hastanin 18 C. albicans izolatimi ve ayni iinitede
calisan onikomikozisli 2 saglik ¢alisanindan izole edilen birer izolati, PFGE-EK ve
REAG-S (§fil) ile genotiplendirmislerdir. PFGE-Sfil, epidemiyolojik olarak iligkili
izolatlarn aynminda daha etkili bulunmustur (Abdeljelil ve ark. 2012). Bu
¢aligmalarin sonucu, maya tiirlerinin klonal iliskisinin belirlenmesinde, EK yaninda

REAG’in ¢alisilmasinin 6nemine isaret etmektedir.

Abdeljelil ve ark.’lar1 (2011), 89 C. albicans klinik ve siirveyans izolatinin
molekiler tiplendirmesini EK ve RAPD analizi ile gergeklestirmislerdir. EK nin diisiik
ayrim giicline sahip oldugu bildirilmistir (Abdeljelil ve ark. 2011). EK, bu ¢alismada
tiplendirme sonuclarina katki saglamak icin tamamlayici teknik olarak kullanilmistir.
Ciinkii C. albicans suglarinda ayrimi iyilestirmek ve dogru sonuglar elde etmek igin en
az iki farkll molekiiler teknigin birlikte kullanilmasi tavsiye edilmektedir (Pfaller,
1995). Calismamiz, epidemiyolojik olarak iliskili M. guilliermondii klinik suslarinin

klonal iliskisini, hem EK ve hem de REAG y&ntemleri ile galismasi ile 6nemlidir.

Jank ve ark.’lar1 (2005) calismalarinda, cerrahi yogun bakim birimindeki C.
tropicalis kandiditiri salgimm PFGE-BssHII ile arastirmuglar; 19 hastanin 22 C.
tropicalis izolau ile 6 gevrese! izolat aynt PFGE-REAG paternine sahip bulunmugtur,
Epidemiyolojik olarak iligkisiz 22 izolatta ise farkli bant paternleri belirlenmisgtir.
REAG-BssHIl yonteminin C. tropicalis suglanm aywrmada faydal oldugu ifade
edilmistir (Jang ve ark. 2005). Ancak ¢alismada S. cerevisige kromozomal DNA’s

molekiiler agwrhk marker’t olarak kullanllmig ve jel goriintiileri gézle
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degerlendirilmistir. Ustelik Chou ve ark.’lan (2007), C. tropicalis’in PFGE-REAG
icin uygun restriksiyon enzimini belirlemeyi amacladiklari ¢alismalarinda, BssHII
enzimini de faydali bildirmekle birlikte; Nael en gok PFGE tipi ile en yiiksek ayrim
giiciine sahip enzim olarak belirlenmistir (Chou ve ark. 2007). Dolayisiyla literatiirde
ayn tiir igin farkh restriksiyon enzimlerinin kullanildigi gériilmekte; bu durum PFGE-
REAG sonuglarimin karsilagtinlabilir olmasina engel olmaktadir. Bu nedenle PFGE
protokollerinde tiire zgii uygun restriksiyon enzimini belirlemeye yonelik ¢ahismalar,

standardizasyona katki saglamasi agisindan 6nem tasimaktadir,

Dib ve ark.’lar1 (1996), 18 C. rugosa izolatinda tiplendirme sistemi olarak PFGE
EK ve PFGE-Sfil kullanmislardir. Salgin izolati olmayan izolatlarda farkl karyotip
paternleri gériilmiigtiir. Salgin izolatlarinin RFLP-Sfil uygulamasi, EK ile ayni sonucu
verirken; salgin izolati oimayanlarda EK, PFGE-REAG patemi ile ayrilamayan bazi
izolatlar: ayirmigtir. PFGE-EK, C. rugosa suglan arasindaki ayrimi saglamak igin en
yararh molekiiler tiplendirme ydntemi olarak belirtilmistir (Dib ve ark. 1996). EK ve
REAG y8ntemlerinin ayrim giiciine dair, literatiir genelinde zit sonuglar bildirilmistir.
Ustelik bu ¢alisma ile uygun molekiiler tiplendirme yonteminin calisilan suslarin
profiline gére de (epidemiyolojik olarak iliskili veya iliskisiz) degisebildigi ifade

edilmigtir.

Kirby ve ark.’lar1 (2017), yalanc bir salgina ait olan hasta ve ¢evre izolatlarina 3
restriksiyon enzimini aym g¢alisma iginde kullanarak pulse field jel elektroforezi
uygulamiglar ve hasta izolatlan ile anaerobik jar izolatlarinda aymi bant paternini
gozlemislerdir. Ancak, klinigi gergek enfeksiyon ile uyumlu olan bir hastanin BssHI,
Notl ve Sfil ile kesilmis kan kiltiirii izolatinda, yalanci salgin izolatlan ile
karsilastinldiginda en az bir bant farklihg gosteren farkli bir bant paterni
goziemislerdir (Kirby ve ark. 2017). Caligmada, bu 3 enzimin aym izolatta
olusturduklari bant paterni farkliliklari ‘en az bir bant farklilig1 " seklinde ifade edilmis;

ayirt edicilikleri kargilastinlmamisgtir,

Literatiir ¢aliymalar gézden gegirildiginde, PFGE-EK ytnteminin tiir ayrimi
amaciyla taksonomide hem de suslar arasindaki klonal iliskiyi ¢alismak amaciyla
molekiiler epidemiyolojide kullanildigi goériilmektedir, PFGE-REAG ¢alismalarimin
ise daha sikhkla C. albicans izolatlarinda olmak iizere C. parapsilosis, C. tropicalis ve

C. glabrata izolatlarinda ve 2000 yilindan itibaren yogunlagtif gérillmektedir. Ancak
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maya literatiirlinde molekiiler epidemiyolojik analiz ¢aligmalarinin ve molekiiler
epidemiyolojik analiz yontemi olarak PFGE’nin kullanildig: galismalarin az kabul
edilebilecek sayida oldugu gériilmektedir. Bu durum, maya enfeksiyonlan endojen
kaynakli (Cendejas-Bueno ve ark. 2010) disiiniildiigiinden funguslarda "salgin"
kavramina az rastlanmasindan ve bu ybntemin uygulama zorlugundan kaynaklaniyor

olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

REAG-S/il, epidemiyolojik olarak iliskili M. guilliermondii suglarinin klonal
iligkisini belirlemede kullanilabilecek bir Pulse Field Jel Elektroforezi (PFGE)
yontemidir. Bu g¢aligmayla, epidemiyolojik olarak iligkili M. guilliermondii klinik
izolatlarinin klonal iliskisinin degerlendirilmesine yardimci olacak REAG metodu igin
uygun enzimin belirlenmesine katki saglanmigtir. Ayrica Elektroforetik Karyotipleme
(EK) ve Genomik DNAnin Restriksiyon Enzim Analizi (REAG) yontemlerinin klonal
ayrim giicii kargilastinimis ve REAG metodunun ayrim giiciiniin daha yiiksek oldugu

belirlenmistir,

Pacl ile yapilan kesimlerde ise suglarin higbirinden gézle degerlendirilebilen
bant profili elde edilemedi. Pacl ile kesim reaksiyonunda, enzim miktan ve/veya

reaksiyon siiresi arttirlarak ¢alismanin tekrarlanmasi &nerilmektedir.
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