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Ozet : invaziv mantar hastaliklarina sebep olan tiirlerin tanimlanmasinda direkt mikroskobik
inceleme ve kiiltiire alma metotlari halen oldukga kullanisli olmasina ragmen uygulamada
zorluklar igerirler. Gliniimizde, direkt mikroskobik inceleme ve kiiltiire alma metotlarinin
yerine mantar tirlerinin tanimlanmasinda kesin sonuclar veren molekiiler genetik metotlar
kullaniilmaktadir. Bu nedenle bu ¢alismada bir mantar tirl olan Candida albicans suslarinin
genotiplerinin belirlenmesinde mikrobiyolojik ve molekiler genetik metotlar birlikte
kullaniimistir. Calismada, Bakirkdy Dr. Sadi Konuk Egitim ve Arastirma Hastanesi’'nde, 0O ile
78 yas arasindaki yatan hastalardan 150 klinik 6rnek (kan, idrar, balgam ve dis, agiz ici ve
vajinal mukozalar) alinmistir. Kontrol turleri olarak Candida albicans ATCC 90028, Candida
krusei ATCC 6258 ve Candida parapsilosis ATCC 22019 kullaniimistir. Calismanin sonuglari,
ARG4 primerinin Candida dubliniensis’in tanimlanmasinda 6nemli oldugu ispatlanmistir.
Candida albicans’in virulens suslarini tanimlamak igin HIS1-2 primeri amplifikasyonlarda
kullanilmistir. C. albicans ATCC 90028 ve diger C. albicans suslari arasinda bir fark
gozlenmemistir. Sadece bir tane ornegin C. dubliniensis olma ihtimalinden dolayi p< 0.05
olarak gosterilmistir.

Anahtar so6zciikler: Candida albicans suslari, Bakirkoy Dr. Sadi Konuk Egitim ve Arastirma
Hastanesi, genotipleme, molekiler genetik.

Identification of Candida albicans strains using Molecular Methods

Abstract: Although having application difficulties, direct microscopic examination and
culture methods are still useful in the identifications of species causing invasive fungal
diseases. Nowadays, instead of direct microscopic examination and culture methods, the
molecular genetic methods are being used for identifications of fungal species because of
providing accurate results. Therefore, in this study, both microbiolocigal and molecular
methods were used together for the identifications of the genotypes of Candida albicans
strains. 150 clinical samples (blood, urine, sputum, and vaginal, dental and oral mucosas)
were obtained from inpatients aged between 0 and 78 years old in Bakirkéy Dr. Sadi Konuk
Education and Research Hospital. Candida albicans ATCC 90028, Candida krusei ATCC 6258
and Candida parapsilosis ATCC 22019 were used as control species. The results of the study
showed that ARG4 primer was proven to be important for the identification of Candida
dubliniensis. For identifications of virulent C. albicans strains, HIS1 primer was employed in
the amplifications. Between the genotypes of C. albicans ATCC 90028 and other C. albicans
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strains, no differences were observed. P< 0.05 was defined for only one sample because of
the possibility of being C. dubliniensis.

Keywords: Candida albicans strains, Bakirkdy Dr. Sadi Konuk Education and Research
Hospital, genotyping, molecular genetics.

GIRIS

Fungal enfeksiyonlar dilinyada olduk¢a yaygin goriilmektedir. Bulasicl
ozellikteki ylzeysel enfeksiyonlar, dermatofitler ve Candida tirleri tarafindan
olusturulmaktadir [1]. insanlarda bagisiklik sisteminin yani diger bir deyis ile
savunma mekanizmasinin iyi gelisememesinin yani sira 6zellikle de I16semi, lenfoma
gibi bazi hastaliklar bulunan yada transplantasyon gecirmis hastalarda, mantar
enfeksiyonlarinin yiiksek oranda morbidite ve mortaliteye yol actiklari bilinmektedir
[2, 3]. Bu hastalarda, gerek organizma gerekse hiicresel seviyede immunitenin
bozulmasi ve genis spektrumlu antibiyotik tedavisi sirasinda gelisen kolonizasyon,
fungal enfeksiyonlar icin bilinen risk faktorleridir [4, 5, 6]. Ayrica bu hastalarda
gelisen fungal enfeksiyonlara karsi basarili bir tedavinin 6nlindeki en blyik engel,
tani konulmasindaki gigliktiir. Kan kiltlra ve seroloji gibi klasik tani testleri, fungal
enfeksiyonlarin erken tanisinda yeterince duyarli ve 6zgiin degildir. Son yillarda,
fungal enfeksiyonlarin tanisina yonelik énemli ilerlemeler gergeklesmis ve bugiine
kadar tanida kullanilan kiltire alma, direk mikroskop incelemesi ve antijen tayini
gibi mikrobiyolojik yontemler yerine duyarlilik ve 6zglinlligl yiiksek polimeraz zincir
reaksiyonuna (PZR) dayal kisa siirede sonug veren molekiiler seviyedeki teknikler
kullanima girmistir ve bu sayede idrar, vajinal akinti, kan, kateter ucu sivisi gibi lokal
bolgelerden alinan orneklerde fungal enfeksiyonlarin teshisi ve etkili antifungal
ajanlarla fungal hastaliklarin tedavilerinin yapilmasi mimkin hale gelmistir.
Kantitatif niteligi de olan bu yontemlerle hem tani konulmasi, hem de tedaviye
yanitin izlenmesi mimkindir. Bu molekiler tani yontemleri ayni zamanda C.
albicans’in patogenitesinin belirlenmesinde 6nemlidir [7].

Bu arastirmada, yapilacak olan mikrobiyolojik ve molekiler dizeydeki
calisma icin her hasta bireyin farkli bolgelerinden alinan herbir 6rnekten izole
edilecek C. albicans suslarinin tanisinda kontrol tirleri kullanilacaktir. Béylece, izole
edilen C. albicans suslarina ait genotipler orijinine (izole edildigi kaynaga) gore
kontrol turleri ile karsilastirilarak genotip dizeyinde farkliliklarin olup olmadigi
tespit edilecektir. Funguslar, bakteriler gibi zaman icerisinde c¢ok hizli seklde
antimikrobiyal ajanlara karsi direng gelistirebildiginden dolayi elde edilecek veriler
her C. albicans susunun antibiyotik diren¢ mekanizmasinin aydinlatilmasinda da
kullanilabilecektir. Duyarlihk ve 6zglnlikleri yiksek olan PZR’a dayal tani
testlerinin glivenilir bicimde yapilabilmesi icinde; glinliik, kolay uygulanabilen, kisa
slirede sonug veren ve DNA’nin en saf sekilde izole edebilmesini saglayan en uygun
ekstraksiyon teknikleri kullanilmaktadir. Bu amagla c¢alismamizda, oncelikle C.
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albicans suslarina ait DNA’larin izole edilmesinde uygulanmakta olan 4 dort farkli
DNA izolasyon yontemi kullanilarak C. albicans suslarindan DNA izolasyonlari
gerceklestirilmistir [2]. Daha sonra genotip tayinleri icin C. albicans genomuna
spesifik primerler kullanilarak PZR amplifikasyonlari sonucunda elde edilen bant
profilleri, amplifikasyonlar sonucu elde edilen o6rneklerin %2’lik agaroz jelde
ylratilmesi ile elde edilmis ve bant profil analizleri gerceklestirilerek PZR-RFLP
temelli C. albicans suslari icin genotipik tanimlama yapilarak genotip dizeyindeki
farkhliklar ortaya cikarilmistir ve ayni zamanda mikrobiyolojik tanimlama ile elde
edilen bilgilerle sonuglar yorumlanmustir.

MATERYAL VE METOT
C. albicans suslari ve kontrol tiirleri

Bakirkéy Dr. Sadi Konuk Egitim ve Arastirma Hastanesi'nde yatan
hastalardan steril kosullarda alinan ve laboratuvara getirilen 150 klinik 6rnek, C.
albicans yoninden degerlendirmistir. Yapilan mikrobiyolojik identifikasyon
deneyleri sonucunda C. albicans olarak belirlenen 51 adet sus calismada
kullanilmistir. Klinik 6rneklerin alindigl yatan hastalarin yas aralig1 0 ile 78 arasinda
olup, 18 erkek ve 33 bayandan olusmustur. Calismanin etik kurul izinleri
onaylanmistir. Alinan 6rnekler kan, idrar, balgam ve dis, agiz ici, vajinal ve kateter
ucu sivilarindan olusmaktadir. Arastirmada kullanilan kontrol tirleri C. albicans
ATCC 90028, C. krusei ATCC 6258 ve C. parapsilosis ATCC 22019 Amerikan Tip Kilttr
Koleksiyonu (The American Type Culture Collection)’'ndan temin edilmistir.
Calismada, hem kontrol tirleri hem de C. albicans suslari mikrobiyolojik hemde
molekdler olarak tanimlanmistir (Tablo 1 ve 2).

Tablo-1. Kontrol tirleri listesi

Candida albicans ATCC 90028
Candida krusei ATCC 6258
Candida parapsilosis ATCC 22019

Molekiiler Calisma
C. albicans izolatlarindan ve Kontrol Tiirlerinden Genomik DNA izolasyonlari

Mikrobiyolojik testlerle tanimlanmis olan herbir C. albicans izolatindan ve
kontrol tlrlerinden EZ1 DNA tissue kit ile BioRobot EZ1 workstation ve EZ1 DNA
Bacteria Card kullanilarak DNA izolasyonlari gergeklestirilmistir.
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C. albicans izolatlarindan ve Kontrol Tiirlerinden izole Edilen DNA Orneklerinin
%2’lik Agaroz jelde Yiriitiilmesi

DNA izolasyon protokoliiniin uygulanmasi sonucunda C. albicans izolatlarindan
ve kontrol tirlerinden izole edilen DNA 6rnekleri %2’lik agaroz jelde yiritilerek
DNA profilleri gérintilenmistir (Sekil 1-3).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

C. albicans HIS1-5', C. albicans HIS1-3', C. dubliniensis ARG4-5', C. dubliniensis
ARG4-3' primerleri kullanilarak PZR yontemi ile izole edilen DNA oOrneklerinde
amplifikasyonlar gerceklestirilmistir. Amplifikasyonlar sonucu ele edilen DNA
ornekleri %2’lik agaroz jelde yurutildikten sonra, jel UV illiminator kullanilarak
fotograflari bilgisayarli gorlintileme sisteminden alinmistir (Sekil 5-7 ve Sekil 9).

Restriksiyon Enzim Analizi (REA)

C. albicans ATCC 90028’e spesifik HIS1 primeri kullanilarak gerceklestirilen PZR
amplifikasyonlari sonucunda ortaya c¢ikan DNA fragmentlerinin herhangi bir
mutasyon taslylp tasimadigl restriksiyon enzim analizi ile gerceklestirilmistir.
izolasyonu gerceklestirilmis olan C. albicans’a ait DNA érneklerinden HIS1 primeri
kullanilarak cogaltilan DNA bolgelerine spesifik restriksiyon kesim noktalari icin
restriksiyon enzimleri secilmis ve bu enzimler kullanilarak herhangi bir mutasyonun
yada mutasyonlarin varligi test edilmistir. Bu sekilde HIS1 primeri kullanilarak
cogaltilan DNA bolgesinin parmak izininde tanimlanmasi gerceklestirilmistir (Sekil
4).

Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmleri (PZR-RFLP)

izolasyonu gerceklestirilmis olan C. albicans ait DNA érneklerinden HIS1 primeri
kullanilarak cogaltilan DNA bdlgeleri EcoRl ve Hind Il restriksiyon enzimleri ile
kesilerek % 2'lik agaroz jelde vyuritilmis ve olusan DNA bant profillerinin
karsilastirilmal analizi gergeklestirilmistir (Sekil 8 ve Sekil 10).

Tek Zincir Konformasyon Polimorfizm Analizi (Single Strand Conformational
Polymorphism (SSCP) Analysis)

Yiiksek c¢ozindrlikteki poliakrilamid jelde denatire edici olmayan sartlar
altinda izolasyonu gergeklestirilmis olan C. albicans ait DNA oOrneklerinden HIS1
primeri kullanilarak cogaltilan DNA boélgeleri tek zincir DNA molekdilleri haline
getirilerek tek veya c¢oklu nikleotid degisiklikleri elektroforetik mobiliteyi
degistirme etkisinden dolayl C. albicans mutant suslari C. albicans ATCC 90028
(kontrol) ile karsilastirilarak tespit edilmeye calsiimistir (Sekil 11).
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istatistik

izolasyonu gerceklestirilen C. albicans suslarina ait genotipler ile C. albicans ATCC
90028 arasinda fark goézlenmemesine ragmen elde edilen suslarin birinin C
dubliniensis olma ihtimalinde dolayl p < 0.05 olarak tanimlanmustir.

BULGULAR VE TARTISMA

Ozellikle C. albicans’in patojenitesinin anlasilabilmesi icin molekiler diizeyde
glcli genetik yaklasimlara ihtiya¢ vardir. Yapilan epidemiyolojik calismalarda
Candida turleri arasinda C. albicans’in en sik izole edilen tir oldugu bilinmektedir
[8, 9, 10]. Bu calismada, molekiiler genetik teknikleri ve protokolleri uygulanarak
optimizasyon saglandiktan sonra Candida genomuna 6zgi primerler kullanilarak
PZR amplifikasyon sonuglarina goére olusan polimorfik bant profillerine bakilarak
herbir izolatin filogenetik olarak incelenmesi Candida kontrol tirleri ile birlikte
degerlendirilerek cins ve tiir bazinda izole edildigi orijine bagh olarak farkhliklar
tespit edilmistir. PZR amplifikasyonlarinda 6zgiin bolgelerin 6zglin primerlerle
¢ogaltilmasi sirasinda PZR kosullari, PZR reaksiyon karisimi ve PZR cihazi ¢alismalara
gore optimize edilmistir. Mikrobiyolojik olarak tanimlanan tiir ve suslarin molekdler
genetik  yontemlerle vyapilan tanimlarla  tutarliliklarinin  karsilastirilmasi
gerceklestirilmistir. Calismada, kontrol Candida tirleri ve c¢esitli C. albicans
suslarinin - mikrobiyolojik tanimlanmasi yapildiktan sonra DNA izolasyonlari
gerceklestirilmistir. Herbir Candida turi ve C. albicans susu igin izole edilen DNA'nin
spesifik primerler kullanilarak gogaltilan spesifik bolgelerinin gesitli restriksiyon
enzimleri ile kesilmesi Candida genomunun tanimlanmasi igin dnemlidir.

Maker 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13

12,216 bp

3054 bo
2036 bp
1636 bp
1018 bp

517 bp

Sekil-1. izole edilen DNA &rneklerinin %2’lik agaroz jeldeki goriintiileri. 1) 1 kb DNA ladder
(marker), 2-6) idrardan elde edilen izolatlara ait DNA 6rnekleri, 7) dis plagindan elde edilen
izolata ait DNA 6rnegi ve 8-13) idrardan elde edilen izolatlara ait DNA &rnekleri.
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M2 34 56 7 8 910 11 1213 14 15 16 17 18 18 20

12,216 bp

1636 bp
1018 bp

517 bp

Sekil-2. izole edilen DNA &rneklerinin %2’lik agaroz jeldeki gériintiileri. 1) 1 kb DNA ladder
(marker), 2-3) balgamdan elde edilen izolatlara ait DNA 6rnekleri, 4-8) vajinal striintiden
elde edilen izolatlara ait DNA 6rnekleri, 9) agiz icinden elde edilen izolata ait DNA 6rnegi,
10) dis plagindan elde edilen izolata ait DNA 6rnegi, 11) kateter ucu sividan elde edilen
izolata ait DNA Ornegi, 12) asit sivisindan elde edilen izolata ait DNA 6rnegi, 13) kateter ucu
sividan elde edilen izolata ait DNA 6rnegi, 14) idrardan elde edilen izolata ait DNA 0Ornegi,
15-17) kandan elde edilen izolatlara ait DNA &rnekleri ve 18-19) idrardan elde edilen
izolatlara ait DNA 6rnekleri.

12,216 bp

3054 bp
1636 bp

1018 bp

517 bp

Sekil-3. Kontrol tirlerinin %2’lik agaroz jeldeki DNA goriintileri. 1) 1 kb DNA ladder
(marker), 2) C. albicans ATCC 90028'den elde edilen DNA 6rnegi, 3) C. krusei ATCC 6258'den
elde edilen DNA 6rnegi ve 4) C. parapsilosis ATCC 22019’den elde edilen DNA 6rnegi.
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i 2 3 4 5 6 7 8 9 H20

2036 bp
1636 bp

Sekil-4. HIS1 primerlerinin REA kesim gortintileri. 1) 1 kb DNA ladder (marker), 2) vajinal
sirinttden elde edilen izolata ait DNA 6rnegi, 3-4) idrardan elde edilen izolatlara ait DNA
ornekleri, 5) kateter ucu sivisindan elde edilen izolata ait DNA 6rnegi, 6) kandan elde edilen
izolata ait DNA 6rnegi, 7) agiz icinden elde edilen izolata ait DNA 6rnegi, 8) dis kirinden elde
edilen izolata ait DNA 6rnegi ve 9) C. albicans ATCC 90028’dan elde edilen DNA 6rnegi.

12216 bp
1636 bp
1000 bp 1018 bp
800 bp
500 bp 517 bp
300 bp
200 bp
100 bp

Sekil-5. HIS1 primerleri kullanilarak gergeklestirilen C. albicans suslarina ait PZR
amplifikasyonlari. 1) 100 bp DNA ladder (marker), 2-5) vajinal sirintiden elde edilen
izolatlara ait DNA 6rnekleri ve 6) 1 kb DNA ladder (marker).
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12,216 bp
2500 bp
1000 bp 1018 bp
500kp 517 bp
300 bp
200 bp
100 bp

Sekil-6. HIS1 primerleri kullanilarak gerceklestirilen C. albicans suslarina ait PZR
amplifikasyonlari. 1) 100 bp DNA ladder (marker), 2-3) idrardan elde edilen izolatlara ait
DNA ornekleri, 4-5) balgamdan elde edilen izolatlara ait DNA &rnekleri, 6) vajinal
sirintiden elde edilen izolata ait DNA Ornegi, 7) agiz icinden elde edilen izolata ait DNA
ornegi, 8) dis kirinden elde edilen izolata ait DNA 6rnegi ve 9) 1 kb DNA ladder (marker).

1 2 3 4 5 b 7 8 9 H20

12,216 bp
2500 bp
1000 bp 1018 by
S00hp 517 bp
300 bp
200 bp
100 bp

Sekil-7. ARG4 primerleri kullanilarak gergeklestirilen PZR amplifikasyonlari. 1) 100 bp DNA
ladder (marker), 10) 1 kb DNA ladder (marker). Diger kuyucuklarda isima veren bant benzeri
gorintuler PZR reaksiyonlari icinde kullanilan primerlerin rastgele olarak eslesmeleri ve PZR
miksleri icinde kullanilan diger bilesenlerdir.
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12,216 bp
1636 bp
1018 bp 1000 bp
517tp 500bp
400 bp
200 bp
100 by

Sekil-8. HIS1 primerleri kullanilarak elde edilen PZR amplifikasyon drinlerinin EcoRI ve
Hindlll restriksiyon enzimleri ile muamelesi sonucunca olusan C. albicans suslari ve kontrol
tiirlerine ait DNA 6rneklerinin %2’lik agaroz jeldeki PZR-RFLP goriintlleri. 1) 1 kb DNA ladder
(marker), 2) C. albicans ATCC 90028’dan elde edilen DNA 6rnegi, 3) C. krusei ATCC 6258’dan
elde edilen DNA ornegi, 4) C. parapsilosis ATCC 22019’dan elde edilen DNA 6rnegi, 5)
kandan elde edilen izolata ait DNA 6rnegi, 6-7) idrardan elde edilen izolatlara ait DNA
ornekleri, 8) kateter ucu sivisindan elde edilen izolata ait DNA ornegi, 9-11) vajinal
sirinttden elde edilen izolatlara ait DNA 6rnekleri ve 12) 100 bp DNA ladder (marker).

e 1018 bp

500 bp

100 bp

Sekil-9. ARG4 primerleri kullanilarak gergeklestirilen PZR amplifikasyonlari. 1) 100 bp DNA
ladder (marker), 10) 1 kb DNA ladder (marker). Diger kuyucuklarda isima veren bant benzeri
goruntuler PZR reaksiyonlari iginde kullanilan primerlerin rastgele olarak eslesmeleri ve PZR
miksleri icinde kullanilan diger bilesenlerdir.
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12,216 bp
1636 bp
1018 bp 1000 bp
517bp 500bp
400 bp
200 bp
100 bp

Sekil-10. HIS1 primerleri kullanilarak elde edilen PZR amplifikasyon drinlerinin EcoRI ve
Hindlll restriksiyon enzimleri ile muamelesi sonucunca olusan C. albicans suslari ve kontrol
turlerine ait DNA orneklerinin %2’lik agaroz jeldeki PZR-RFLP goriintileri. 1) 1 kb DNA ladder
(marker), 2) C. albicans ATCC 90028’dan elde edilen DNA 6rnegi, 3) C. krusei ATCC 6258’dan
elde edilen DNA ornegi, 4) C. parapsilosis ATCC 22019’dan elde edilen DNA ornegi, 5)
kandan elde edilen izolata ait DNA ornegi, 6-7) idrardan elde edilen izolatlara ait DNA
ornekleri, 8) kateter ucu sivisindan elde edilen izolata ait DNA o&rnegi, 9-11) vajinal
sirinttden elde edilen izolatlara ait DNA 6rnekleri ve 12) 100 bp DNA ladder (marker).

Sekil-11. HIS1 primerleri kullanilarak elde edilen PZR amplifikasyon {riinlerinin SSCP
sonuglari. 1-13) C. albicans suslarina ait DNA érneklerinin SSCP analizi. ( — )
heterodubleks bandi gostermektedir.
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Calisma grubu, yas araligi 0 ile 78 yas arasinda degisen 18 erkek ve 33 bayandan
olusmaktadir (Tablo 2). Herbir hasta grubu i¢in yas dagilimi acisindan anlamli bir
fark yoktur (p>0.05). Kan, idrar, kateter ucu sivi, balgam, agiz ici, dis plagi, vajinal
akinti gibi ortamlardan alinan C. albicans koleksiyonuna ait herbir sustan genomik
DNA izolasyonu en uygun kosullarda gergeklestirilmistir (Tablo 3). izolasyon igin
optimize edilen herbir protokol ile DNA izolasyonlari maniiel ile yapilanlarda %90,
EZ1 izolasyon cihazi yardimi ile yapilanlarda %100’e yakin oranda saglanmistir.
izolasyon sonrasi molekiiler tanimlama icin C. albicans suslari, kontrol tiirleri olan C.
albicans ATCC 90028, C. parapsilosis ATCC 22019 ve C. krusei ATCC 6258 ile birlikte
gerceklestirilerek PZR sonuglari elde edilmistir (Sekil 5 ve 6). izole edilen C. albicans
suslarina ve kontrol tirlerine ait genomik DNA &rnekleri Candida genomuna
spesifik primerler kullanilarak ¢ogaltilan DNA bodlgelerinde bulunan olasi
mutasyonlari tanimlamak icin spesifik restriksiyon enzimleri ile kesilerek 6rneklerin
DNA profilleri karsilastirmali olarak analiz edilmistir (Sekil 4 ve 8). Yapilan calismada
mikrobiyolojik olarak petri kabinda ekim yapildiktan sonra olusan koloni sayisindaki
artis, PZR yontemiyle gerceklestirilen tanimlamalar istatiksel olarak anlamli
gerceklesmesini saglamistir (p<0.05). 4 kan 6rneginden 3’linde, 2 idrar ve 1 vajinal
akinti 6rneklerinden hepsinde petri kutularina ekim yapildiktan sonra {ireme
gbzlenmis ve ayni zamanda PZR y6ntemi ile yapilan tanimlamalardan pozitif sonug
alinmistir. HIS1 primerleri kullanilarak PZR’de polimorfik bantlar elde edilmistir
(Sekil 5-6). izolasyonu gerceklestirilmis olan C. albicans suslari ve kontrol tiirlerine
ait DNA orneklerinden HIS1 primeri kullanilarak ¢ogaltilan DNA bolgeleri EcoRI ve
Hind Il restriksiyon enzimleri ile kesilerek % 2’lik agaroz jelde yiritilmis ve olusan
DNA bant profillerinin karsilastiriimali analizi gerceklestirilerek genomik farkliliklar
tespit edilmistir. Ayni tlrin farkh orijin kaynakh izolatlarinin bile restriksiyon
enzimleri ile kesildiginde farklh uzunlukta DNA bant profilleri olusturdugu
gbzlenmistir. Bu nedenle galismamizda, restriksiyon enzimlerinin kullanildigi DNA
bant profillerinin ¢ikarilmasini saglayan ve karsilastirmali analize olanak veren
tanimlama siklikla kullanilmistir ve molekiiler tanimlamanin en etkili ydntemlerden
biri oldugu boéylece gosterilmistir.

Yaptigimiz ¢calismada, izolasyonu gergeklestirilmis olan C. albicans suslarina ait
DNA orneklerinden ARG4 primerleri kullanilarak  gerceklestirilen  PZR
amplifikasyonlarinda PZR bant profillerinin elde edilememesi C. dubliniensis
tirinln izolatlarin icinde olmadigini gostermektedir. C. albicans suslarina ait
genotiplerin tanimlanmasinda mikrobiyolojik yontemlerin yani sira molekiler
genetik yontemlerinde kullanilmasi sonucu herbir 6rnek icin sus ve tir temelinde
DNA izolasyonu, PZR amplifikasyonu, PZR-RFLP, Restriksiyon enzim ve SSCP
analizleri gerceklestirilmistir.
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Tablo-2. Hastalardan ¢alismak i¢in alinan drneklerin 6zellikleri. K: kadin ve E: erkek.

Hasta Sayis1 Yas/Cinsiyet izolat Kaynag1 izolatin Mikroskobik Olarak Tanimlanmas1
1 7/K Idrar C.albicans
2 76/K Idrar C.albicans
3 71/K Idrar C.albicans
4 72/E Idrar C.albicans
5 30/E Idrar C.albicans
6 45/E Idrar C.albicans
7 45/E Dis C.albicans
8 23/K Dis C.albicans
9 25/E Dis C.albicans
10 37/K Dis C.albicans
11 3/E Idrar C.albicans
12 45/E Idrar C.albicans
13 14/K Idrar C.albicans
14 78/K Idrar C.albicans
15 40/E Idrar C.albicans
16 2/K Idrar C.albicans
17 26/K Idrar C.albicans
18 57/E Balgam C.albicans
19 23/K Balgam C.albicans
20 47/K Vajinal C.albicans
21 30/K Vajinal C.albicans
22 26/K Vajinal C.albicans
23 34/K Vajinal C.albicans
24 31/K Vajinal C.albicans
25 35/K Vajinal C.albicans
26 22 giinlik/E Ag1z ici C.albicans
27 2 aylik/E Ag1z ici C.albicans
28 20 giinliik/E Ag1z ici C.albicans
29 27/K Dis C.albicans
30 6/E Kateter ucu C.albicans
31 59/K Asit s1vist C.albicans
32 2/K Kateter ucu C.albicans
33 2/K Idrar C.albicans
34 60/E Kan C.albicans
35 34/E Kan C.albicans
36 50/K Kan C.albicans
37 78/K Idrar C.albicans
38 40/K Idrar C.albicans
39 28/K Vajinal C.albicans
40 2/K Kan C.albicans
41 35/E Idrar C.albicans
42 25/E Kan C.albicans
43 48/K Idrar C.albicans
44 33/K Idrar C.albicans
45 45/K Vajinal C.albicans
46 18 giinliik/K. Ag1z Ici C.albicans
47 31/K Vajinal C.albicans
48 43/K Vajinal C.albicans
49 35/K Vajinal C.albicans
50 32/K Vajinal C.albicans
51 29/K Idrar C.albicans
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Tablo-3. Hastalardan g¢alismak igin alinan 6rneklerin sayisi ve kaynagi

idrar 20

Vajinal kultlr 12

Dis

Kan

Agiz ici

Balgam

Kateter ucu

RININIA_UT|O

Asit sivisi

Orijine bagh olarak C. albicans suslarinin genotiplerinde ortaya cikan olasi
mutasyonlarin tespit edilmesi icin bu calismada tlire 6zgl spesifik primerlerin
(ARG4-5' ve ARG4-3’, H151-5' ve H1S51-3’) kullaniimasiyla hem tir ve sus bazinda
hem de filogenetik agisindan herbir 6rnege ait genomun tanimlanmasi saglanmistir.
Ayrica mikrobiyolojik calismalarin tiir ve suslarin identifikasyonunda vyaniltici
sonuglar verebilecegi ve bu ylzden calismalarin molekiler genetik diizeyde
genomik bazda yapilmasi gerekliligi gozlenmistir. Yaptigimiz molekiiler genetik
diizeydeki gcalismalar klinik taninin teyit edilmesinde 6énemli rol oynamistir. PZR-
RFLP rutin cahismalarda kullanilabilecek nitelikte ve glivenilirlikte bir tekniktir. Fakat
bu teknik genomda meydana gelen bir ya da iki nukleotitlik mutasyonlarin
belirlemesinde kullanilamamasindan dolayl bu tip mutasyonlarin tespit edilmesi
PZR-SSCP teknigi ile gerceklestiriimektedir. Calismamizda yer alan 4 slpheli izolatin
genomunda mutasyon taslyip tasimadigi bu yukarida bahsedilen teknikle
gerceklestirilerek mutasyonlarin varligi tespit edilmistir. Bu c¢alismada yukaridada
bahsedildigi Uzere Oncelikli olarak c¢alismada kullanilacak olan yontemlerin
optimizasyonu saglanmistir. Optimizasyon calismalari icerisinde SSCP tekniginin
optimizasyonu RFLP teknigine gore oldukc¢a zor olmustur. Laboratuvarda standart
olarak kullanilacak bir yontem icin ¢alisma hassasiyeti, kolayligi ve maliyeti goz
onilne alinarak hangi yontemin kullanilacagina karar verilmistir. SSCP teknigi, RFLP
teknigine gore, manipilasyon zorlugu, calisma slresinin daha uzun olmasi,
tekrarlanabilirliliginin  az olmasi ve calisma kosullarinin her zaman sabit
tutulamamasi gibi dezavantajlarindan dolayr RFLP teknigine gore daha tercih
edilebilir olmasina neden olmus ve boylece daha hizli ve gilivenilir sonuclar alinmasi
saglanmistir. Yuksek cozindrlikteki poliakrilamid jelde denatiire edici olmayan
sartlar altinda spesifik tir veya suslara ait DNA 6rnekleri icin spesifik primerler
kullanilarak PZR yoluyla ¢ogaltilan DNA bdlgeleri tek zincir DNA molekiilleri haline
getirilerek tek veya c¢oklu nikleotid degisiklikleri elektroforetik mobiliteyi
degistirme etkisinden dolayr mutant suslar kontrol ile karsilastirilarak (normalden
farkl bant(lar)in ortaya ¢ikmasi sayesinde) tespit edilebilmektedir. Mutasyonun
kesin tanisi konmasa bile bu yontem ile bilesik heterozigot Candida tirleri
saptanabilmektedir. Calismamizda, kontrol tirleri ve mutasyon tasiyan C. albicans
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suslarina ait genotipler arasindaki bant profil farkliigina bakarak izolatlarin
tanimlanmasi kolaylikla yapilabilmistir.

SONUC

Bu calismada sonu¢ olarak ARG4 primerinin C. dubliniensis’in
tanimlanmasinda 6nemli oldugu ispatlanmistir. C. albicans’in virulens suslarini
tanimlamak icin HIS1-2 primeri amplifikasyonlarda kullanilmistir. C. albicans ATCC
90028 ve diger C. albicans suslari arasinda bir fark gézlenmemistir. Sadece bir tane
ornegin C. dubliniensis olma ihtimalinden dolayr p< 0.05 olarak gosterilmistir.
Yapilan calisma mikrobiyolojik ve molekdler disiplinlerin kullanilmasi sayesinde
belirli bir gen havuzuna sahip tir genomlarinin tanimlanmasi, direng kimliginin
tanimlanmasi, gen tedavisi icin etkili ila¢ tasarimi ve bunlarin uygulanmasi agisindan
distnildiginde, farmakogenomik ve biyoinformatik alanlarinda arastirmacilara,
kisa slirede kesin sonug¢ vermesinden dolayl 6zellikle de yatan hastalarin yasam
kalitesinin ylkseltilmesi bakimindan yeni bir vizyon saglayacaktir.
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