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OzZET

Amag: Bu calismanin amaci immun sistemi baskili hasta-
lardan elde edilen klinik érneklerden izole edilen Candida
turlerinde PCR tekniginin ve RFLP ve sekans analizi ile an-
tifungal direng genlerinin arastiriimasidir.

Gereg ve yontem: Calismada immdin sistemi baskili 200
hastadan alinan klinik érnekler (96 bronkoalveoler lavaj,
56 biyopsi-apse, 8 kan, 15 periton diyaliz sivisi, 15 plevra
sivisi, 5 beyin omurilik ve 5 perikard sivisi) geleneksel ve
molekdler yontemler ile incelenmis ve sonuglar degerlen-
dirilmistir. Orneklerden mantar DNA’sI saptandiktan sonra
elde edilen Grinln, multipleks PCR yardimi ile tir diizeyin-
de tanisi yapilmig, antifungal direnci E-test, direng genleri
ise RFLP analizi ile saptanmigtir.

Bulgular: ikiyiiz érnegin 30°unda (%15) kiiltiir yéntemleri
ile pozitif sonug alinmis [20 Candida albicans (%67), bes
Candida parapsilosis (%17), bes Candida tropicalis (%17)],
170 (%85) 6rnekte Ureme olmamistir. Genel primerler ile
yapilan PCR testi sonucunda kdltirleri olumlu bulunan 30
drnegin timanin mantar DNA's! igerdigi belirlenmistir. izole
edilen suslarin biri E-test yontemiyle flukanozole direng-
li, ikisi flukanozole doza bagh duyarh olarak saptanirken
27’si duyarh olarak bulunmustur. Secilen uygun primerler
ile BamHI ve Sall enzimleri kullanilarak RFLP uygulanmis,
yapilan analizler sonucunda direngli bir C.albicans susunda
600 bp’lik bant gortlmustir. Candida dubliniensis (950 bp)
ve Candida krusei (360 bp) ile yapilan multipleks PCR op-
timizasyonunda basari saglanmistir. Suslarin ERG genine
uygun primer ciftleri ile PCR’lari yapildiktan sonra yapilan
sekans analizi sonucunda direngli C.albicans susu referans
gen ile kargilagtirildiginda D132E, E216D mutasyonlari be-
lirlenmigtir.

Sonug: Molekiler test yontemleri 6zellikle immin sistemi
baskilanmig hasta populasyonunun kisa strede dogru te-
davisine olanak sagladiklari igin yasamsal agidan 6nemlidir.

Anahtar sozciikler: antifungal direng, Candida, E-test,
Erg11 proteini, kesilmis parcalarin uzunluk farklihgi (RFLP),
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR),sekans analizi

ABSTRACT

Objectives: The aim of this study is to investigate PCR
technique and antifungal resistance genes with RFLP and
sequencing analysis in Candida species isolated from
clinical specimens of immune-compromised patients.

Materials and methods: Clinical samples (96 bronchoal-
veolar lavages, 56 biopsy-abscess, 8 blood specimens,
15 peritoneal fluid specimens, 15 pleural fluid, 5 cerebro-
spinal fluid and 5 pericard fluid specimens) from 200 im-
munosuppressed patients were studied by conventional
and molecular methods. Antifungal susceptibility testing
was performed by the E-test method. Firstly, fungal DNA
was isolated from specimens, and then the resultant
products are defined with multiplex PCR. Antifungal re-
sistance and resistance genes were established by E-test
and RFLP analysis.

Results: Thirty of 200 samples (15%) were culture posi-
tive [20 Candida albicans (67%), five Candida parapsi-
losis (17%), five Candida tropicalis (17%)], and 170 of
samples were found culture negative (85%). PCR with the
universal primers detected fungal DNA in all 30 culture
positive samples. One strain was determined as resistant;
2 strains were dose dependent susceptible and 27 strains
were sensitive to fluconazole by E-test. The resistance
gene (ERG11) was detected by BamHI and Sall enzymes
revealed fluconazole resistance in one of C.albicans
strains. The identification was successful in Candida dub-
liniensis (950 bp) and Candida krusei (360 bp) with multi-
plex PCR. D132E and E216D mutations were detected in
sequencing of ERG 11 gene of this isolate and compared
with reference gene in GenBank by clustal analysis.

Conclusion: The molecular test methods supplies cor-
rect therapy rather early in immunosuppressive patients
therefore it is important for the survival.

Keywords: Antifungal resistance, Candida, E-test, Erg11
protein, polymerase chain reaction (PCR), restriction frag-
ment length polymorphism (RFLP), sequencing analysis
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GIRIS

Giiniimiizde giderek artig gosteren immiin sistemi
baskili hasta (ISBH) sayisi, beraberinde firsatgi
mantar infeksiyonlarinin da artigina olanak sagla-
mugstir. Basta Candida ve bunu izleyerek Aspergillus
cinsinden olmak iizere tiim firsat¢1 mantarlarin son
yillarda, 6zellikle terminal donemlerinde olup farkl
tant almig immiin baskili hasta gruplarindan siklik-
la saptandig1 goriilmektedir. Oncelikli etken olan
Candida albicans’1n hastane infeksiyonlarinda bak-
terilerden sonra ikinci sirada; mantarlarin kendi ig-
lerindeki siniflandirmalarda ise ilk sirada yer aldig:
bir¢ok ¢alisma ile gdsterilmistir. Candida’lara bag-
I1 kan infeksiyonlar1 (kandidemi) orani 1980’lerde
%2 iken, ayni yilin sonlarinda %4’e, 1990’larda
%8’e yiikselmis,1999°da yapilan bir ¢alismada ise
bu oran %12 olarak bildirilmistir. Kandidemilerden
kaynaklanan mortalitenin %50’lerde bulunmasi,
konunun ne denli 6nemli oldugunu carpici bir sekil-
de vurgulamaktadir.'

C.albicans’in laboratuvar tanisinda ayirimda
gliclik ¢ekilen Candida dubliniensis, kan infeksi-
yonlarindan etken olarak sik saptanan Candida pa-
rapsilosis, flukonazole dogal direngli Candida kru-
sei, flukonazole giderek daha ¢ok direngliligi sapta-
nan Candida glabrata ve Candida tropicalis’in tlr
diizeyindeki ¢abuk tanilarinin, tedavi ve dolayisi ile
yasamsal acidan ne denli 6nemli oldugu bir¢ok ca-
lismada bildirilmistir.>*> Geleneksel yontemler ile
izolasyon ve idantifikasyonun ortalama bir haftay1
kapsamasina kargin, molekiiler tani ile tiim bu uy-
gulamalar i¢in bir buguk giinliik bir siire yeterli ol-
makta, antifungallere direnglilik durumlari da ayn1
zamanda belirlenebilmektedir.

Antifungallere diren¢ konusu da giiniimiizde
baslibasina énemli bir sorunu teskil etmektedir. On-
celeri smirl sayida olan antifungal ¢esitliligi son
yillarda artig gdstermis, ayn1 zamanda bir¢ok ne-
dene bagl olan antifungal direngliligi de giindeme
gelmistir.%” Giintimiizde 6zellikle daha sik tercih
edilen ve yan etkileri daha az bir azol bilesigi olan
flukonazole direng¢ konusu iizerinde 6nemle durul-
makta ve konu ile ilgili olarak ¢ok sayida ¢aligma
stirdiirilmektedir.”* Candida suslarinda antifungal
direncin molekiiler mekanizmasiin tanimlanma-
sinda, genomik caligmalardan yararlanilmistir. Ca-
lismalarda ¢ogunlukla ATP baglayici kaset ve esas
kolaylastiric1 super ailesi efluks pompa genleri ile
ERG11 gibi hedef enzimleri kodlayan genlerdeki

mutasyonlarin gosterilmesi amaglanmistir. Grp2p,
Ifd1p, Ifd4p, 1fdSp, ERG10 genlerinin azol diren-
ci ile iligkisi bulundugu ve ERG10p’nin ergosterol
sentezinin ilk basamaginda rol alan enzim oldugu
bildirilmistir.’

Bu calismada polimeraz zincir reaksiyonunun
ilk basamaginda genel primer ciftleri ile 550bp’de
klinik 6rnekteki mantar varliginin saptanmasi, daha
sonra tlire 6zgli primerlerin kullanilmas ile tiir dii-
zeyinde tanisinin yapilmasi amaglanmis, bir diger
asamada ise bu mantarlarin antifungallere karsi
direng Ozellikleri ERG genlerine 6zgii primerler
kullanilarak kesilmis pargalarin uzunluk farklilig
(RFLP) analiz yontemiyle arastirilmigtir. Direng
Ozelligi saptanan suslarla, rastgele secilen duyarh
suslarin PCR iiriinleri purifiye edilip, sekans analizi
yapilmis ve calisma sonunda RFLP yontemi ile se-
kans sonuglari karsilastirilarak degerlendirilmistir.

GEREC VE YONTEM

Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, T1bbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Mikoloji Bilim Da-
I’na, immiin sistemi baskili hastalardan alinarak
gonderilen, 96 bronkoalveoler lavaj, 56 biyopsi-ab-
se, sekiz kan, 15 periton diyaliz ve plevra sivisi, bes
beyin-omurilik ve perikard sivisi 6rnegi geleneksel
(kiilttir-mikroskopi) ve molekiiler yontemler ile in-
celenerek degerlendirilmistir. Istanbul Tip Fakiiltesi
Mikroorganizma ve Kiiltiir Koleksiyonlar1 Merke-
zi (KUKENS)’'nden saglanan, C.albicans ATCC
10231 ve CBS 6431, C.parapsilosis ATCC 22019,
C.glabrata ATCC 15126, C.tropicalis KUEN 1025,
C.krusei ATCC 6258 ve C.dubliniensis CBS 7987
referans suslar olarak kullanilmistir.

Geleneksel yontemler: Sistemik mikoz kuskulu
ornekler iizerine %10-15’lik KOH+kalkoflor beyazi
eklenerek hazirlanan preparasyon, floresan mikros-
kopta incelenmis ve mantar elemanlart aranmaistir.
Hasta 6rnekleri glikozlu Sabouraud (pH: 5.5-6) ve
beyin kalp infiizyon agar besiyerlerine ekim yapi-
larak 25-30°C’de 30 giin siire ile inkiibe edimis;
C.albicans’in tanimlanmasi igin tween 80’li misir
unlu agara ¢izgi ekim yapilarak klamidospor olu-
sumu arastirilmistir. C.albicans disindaki mayala-
rin tiir dlizeyindeki tanilar1 karbonhidratlar1 asimi-
le etme 6zelligine dayanarak API 20 C Aux kiti ile
(Biomeriux-Fransa) yapilmustir.!
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Klinik orneklerin ve referans suslarin PCR ve
multipleks PCR ydntemleriyle tanimlanmasi: ilk
olarak, DNA ekstraksiyon kiti [Modifiye Roche
Kit Protokolii (Roche, 11796828001)] yardimiy-
la referans suslardan ve hasta 6rneklerinden man-
tar DNA’s1 saptanmis ve elde edilen iirtinlerin tiire
0zgii primerler kullanilarak multipleks PCR yon-
temi ile tiir diizeyinde tanis1 yapilmistir. Primer-
lerin isimleri,dizilimleri,niikleotid sayilar1 (mer)
ve ¢ogalttigr uzunluklar Tablo-1’de gosterilmistir.
Tiire 6zgli multipleks PCR protokoliinde; alt1 tiir
icin iki multipleks PCR paneli test edilmistir. T-P
panelindeki primerler C.tropicalis, C.parapsilosis’i
(0.4 ul CTR 1 ve CTR2, 0.6 pul CPA1 ve CPA2),
A-T panelindekiler ise C.albicans ve C.tropicalis’i
(0.5ul CALBI1, CALB2, CTR 1 ve CTR2) identifiye
ederler (Tablo 1). Ana karisimi saglamak igin 2 pl
(~1 ng) diliie genomik DNA, 20mM Tris-HCI (pH
8.4), 50 mM MgCI2, dNTP (herbiri i¢in 0.2 mM
dATP, dCTP, dGTP, dTTP) ve primerler karistirila-
rak toplam hacim 20 pl oluncaya kadar distile su
ilave edilmistir. PCR dongiisti 96°C’de 5 dakika (1
dongii), 94°C’de 30 sn, 58°C’de 30 sn, 72°C’de 30
sn (40 dongii) ve 72°C’de 15 dakika (1 dongii) ola-
rak modifiye edilmistir. Elde edilen iiriinler i¢in %
1.5’Iuk agaroz jel hazirlanip, sogumadan énce 0.5
ug etidyum bromiir eklenmis, PCR firiinlerinden
10 pl alinip 2 pl yiikleme tamponu ile karigtirilmis-
tir. Jel tizerindeki kuyucuklara konan bu karigim,
icerisinde 1 x Tris-asetat EDTA tamponu bulunan
elektroforezde 50 volt altinda 1-2 saat yiiriitiilmiis,
DNA bantlar1 UV altinda incelenip, fotograflar ge-
kilmigtir.*3

Antifungal duyarlilik: Klinik 6rneklerden izole
edilen mayalarin azol direngliliginin belirlenme-
sinde E-test yontemi (AB Biodisk, 1993) kullanil-
mustir. 24 saatlik Candida susu 5 ml steril 0.145
M NaCl (8.5 g/L NaCl) igerisinde siispanse edil-
mis ve 15 saniye vortekslendikten sonra inokulum
konsantrasyonu 0.5 McFarland bulaniklik tiipiine
gore 0.5x103-2.5x103 cfu/ml hiicre olacak sekilde
ayarlanmistir. Bu stispansiyondan 0.5 ml alinarak
bir ekiiviyon yardimmu ile %2 glukoz igeren RPMI
1640 (%1.5) besiyerine yayilmis, 15 dakika kuruma
stiresi sonunda besiyeri iizerine flukonazol striple-
ri yerlestirilmistir. Petri kutular1 24-48 saat siire ile
35°C’de inkiibe edilmis, olusan elips bigimindeki
zonlar CLSI onerileri dogrultusunda degerlendiril-
mistir (Flukonazol i¢in MIK araligi: 0.125-64 ng/
ml).1°

RFLP: Antifungal direng genlerinin belirlen-
mesinde RFLP yonteminden yararlanilmistir. Saf-
lastirma igin elde edilen PCR iirliniinden 20 pl ali-
nip lizerine, 2 ml 3 M NaCl ve 50 pl etil alkol (%96)
ilave edilmis ve 4°C’de bir gece inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi tiipler on dakika 13,000 rpm’de
santriflij edilmis, pelet lizerine 500 ul % 70’lik etil
alkol eklenerek, 13,000 rpm’de tekrar 10 dakika
daha santrifiij edilmistir. Ust s1vis1 atilan tiiplere 30
dakika kurutulduktan sonra, 18 pl distile su eklenip
karistirilmis, igerisine 10 U BamHI ve Sal I enzim-
leri eklenerek uygun bdlgenin kesilmesi i¢in (ER-
Gl1F:  CGCTCGAGCGCAATATGGCTATTGT
TGAAACTGTC BamHI 600 bp, ERG11R: GCT-
CTAGAGCTTAAAACATACAAGTTTC TCTTTT
Sall 600 bp), 37°C’de bir gece inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi tiip igerikleri, % 3’liikk agaroz-
daki kuyucuklara konarak igerisinde 1 x Tris-bora-
te- EDTA solilisyonu bulunan elektroforezde 50 volt
altinda 2 saat yiiriitiilmiis, olusan bantlar UV altinda
incelenmis ve fotograflar1 ¢ekilmistir.!!

Sekans analizi: Direng 6zelligi belirlenen sus-
larla, rastgele secilen duyarli suslarin PCR firtinleri
saflastirilip, gen diizeyinde farkliliklariin saptan-
mast i¢in sekans analizi yapilmistir (Sekans analizi
Refgen firmasi tarafindan hizmet alim1 olarak ger-
ceklestirilmistir).

BULGULAR

Calisma igeriginde yer alan 200 immiin sistemi bas-
kili hasta 6rneginin 30’unda (%15) kiiltiir yontem-
leri ile olumlu sonug alinmig [20 C.albicans (%67),
bes C.parapsilosis (%17), bes C.tropicalis (%17)],
170 (%85) drnekte iireme olmamistir.

Izole edilen Candida suslarinin, E-test yonte-
miyle direng 6zellikleri aragtirilmis; C.albicans sus-
larindan birinin flukonazole direngli, ikisinin doza
bagli duyarli oldugu saptanmistir. 27 Candida susu-
nun flukonazole duyarl oldugu belirlenmistir.

Genel primerler ile yapilan PCR testi sonucun-
da kiiltiirleri olumlu bulunan 30 (%15) 6rnegin tii-
miinlin mantar DNA’s1 igerdigi belirlenmistir. Mik-
roskopi, kiiltiir ve PCR olumlu on (%5); mikroskopi
olumsuz kiiltlir ve PCR olumlu 20 (%10) 6rnek sap-
tanmistir. PCR olumlu kiiltlir olumsuz &rnek saptan-
mamistir. Calismada Kappa istatistiksel analiz tes-
ti yardimu ile kiiltiir ve PCR uyumu 1.0 (p<0.001)
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olarak saptanmistir. Uygulanan PCR ydnteminin
duyarlilig1 ve 6zgiilligi %100 olarak belirlenmistir.

Referans C.albicans, C.parapsilosis,
C.dubliniensis, C.tropicalis, C.krusei’nin genel pri-
mer ciftleri ile yapilan PCR sonuglar1 Resim 1°de
gorlilmektedir.

Calismamizda C.dubliniensis ve C.krusei ile
yapilan PCR optimizasyonunda basar1 saglan-
mustir. Referans C.albicans ve C.dubliniensis’in
tiire 6zgli primerleri ile yapilan testler sonucun-
da C.albicans’m iki ayn referans susunun (ATCC
10231 ve CBS 6431), sirastyla 273 ve 1050 bp’de,
C.dubliniensis’in (CBS 7987) 950 bp’de (Resim 2),
C.krusei’nin de 360 bp’de (ATCC 6258) bant olus-
turdugu saptanmistir (Resim 3).

Referans C.parapsilosis ve C.tropicalis’in
genel ve tiire 6zgii primer ciftleri ile yapilan PCR
analiz sonuglarinda, genel primer ile 550 bp’de,
tiire 6zgli primerler ile 320 bp’de (C.parapsilosis)
ve 357 bp’de (C.tropicalis) bant olusturdugu goriil-
mistiir (Resim 4).

Referans C.albicans, C.parapsilosis, C.tropica-
lis’in multipleks optimizasyon ¢alismalart sonucun-
da elde edilen bantlar Resim 5’te gosterilmistir.

Klinik  o6rneklerden saptanan C.albicans,
C.parapsilosis, C.tropicalis’in tiire 6zgii primerler
ile yapilan multipleks PCR sonuglar1 Resim 6’da
gosterilmistir.

Secilen uygun primerler ile BamHI ve Sal I
enzimleri kullanilarak C.albicans’a RFLP uygulan-
mis, yapilan analizler sonucunda direngli susta 600
bp’lik bant saptanmistir (Resim 7).

550bp

Resim 1. Referans Candida suslarinda genel primer
giftleri ile PCR sonuglari. M: Molekuler standart (100
bp), sttun 1, 2, 3, 4, 5: Sirasiyla C.albicans ATCC
10231, C.parapsilosis ATCC 22019, C.dubliniensis

CBS 7987, C.tropicalis KUEN 1025, C.krusei ATCC
6258, K(-): Negatif kontrol (H,O).

950 bp

1050 bp

273 bp

Resim 2. Referans C.albicans ve C.dubliniensis’in
tire 6zgl primerler ile PCR sonugclari. M: Molekuler
standart (100 bp), situn 1, 2, 3, 4, 5, 6: C.albicans
(ATCC 10231), sutun 7: Referans C.albicans CBS
6431, sutun 8: Referans C.dubliniensis CBS 7987,
K(-): Negatif kontrol (H,O).

360bp

Resim 3. Referans C.krusernin tire 6zgu primer-
ler ile yapilan PCR sonuglari. M: Molekller standart
(100 bp), sutun 1, 2: C.krusei, K(-): Negatif kontrol
(H,0).

550 bp

Resim 4. Referans C.tropicalis, C.parapsilosis’in
genel ve tire 6zgu primer giftleri ile PCR sonuglari.
M: Molekuler standart (100 bp), situn 1: tire 6zgu
primer C.tropicalis, situn 2 ve 4: Mantar DNA’sI, sU-
tun 3: C.parapsilosis, K(-): Negatif kontrol (H,O).
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357
273
357

3201

Resim 5. M: Molekiler standart (100 bp),K
(-): Negatif kontrol (H,O), sutiin 1: C.tropicalis,
C.parapsilosis, sutun 2: C.tropicalis, C.albicans.

Elde edilen PCR firiinleri saflastirilmis, gen
diizeyinde farkliliklarinin belirlenmesi i¢in sekans
analizi uygulanmistir. Azollere direncli olarak sap-

320 bp

tanan C.albicans’in CAF1-CAR3 primerleri ile
yapilan DNA dizi analizi sonuglar1 degerlendiril-
diginde; direngli X13296 no’lu referans geni ile
AF 153845 no’lu duyarli genin niikleotidlerinin kar-
silagtirtlmast sonucunda farkli niikleotitlerin sap-
tandig1 goriilmiistiir. Bu temele dayanarak RFLP ve
E-test yontemlerine gore direngli olarak belirlenen
102 nolu 6rmegin referans genlerden X13296 geni
ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.153 ve 266 no’lu
aminoasitlerde mutasyon oldugu saptanmistir. Re-
ferans AF153845 no’lu susa ait duyarli olarak bildi-
rilen 153 no’lu amino asitte E D ve 266’ 1nc1 amino
asitte ise D E mutasyonu goriilmistiir. Direnglilik
saptanan 102 nolu C.albicans’m, dizisi yapilan
ERG11 geninin 1528bp’lik tiim gen kismi, NBCI
gen bankasinda (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ya-
yinlanmistir (gen bankasi no: GQ175788.1).

Istatiksel analiz: Calismada Kappa istatistik-
sel analiz testi yardimi ile kiiltiir ve PCR uyumu
1.0 (p<0.001) olarak saptanmistir. Uygulanan PCR
yonteminin duyarlilign ve ozgilligii %100 olarak
belirlenmistir.'?

Resim 6. Klinik orneklerden saptanan C.albicans, C.parapsilosis, C.tropicalis’in tire 6zgl primerler
ile multipleks PCR sonuglari. M: Molekdler standart (100 bp), K(-): Negatif kontrol (H,0), situn 1-4, 8:
C.parapsilosis, situn 10,14: Negatif ornek, situn 5-7: C.albicans, hat 11-13, 15: C.tropicalis.

600bp

Resim 7. C.albicans’in RFLP sonuglari. M: Molekdler standart (1500 bp), stitun 1-4: RFLP olumlu C.albicans

(600 bp), siitun 5-12: RFLP olumsuz C.albicans.
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Tablo1. Primer isimleri, dizilimi, nikleotid sayisi (mer) ve ¢ogalttigi uzunluklar

Primer ismi

Primer dizilimi (5 - 3)

Nukleotid sayisi (mer)

Cogalttigr uzunluk

Genel primerler

~550 bp

U1 GTGAAATTG TTG AAAGGG AA 20
u2 GAC TCC TTG GTC CGT GTT 18
C.krusei 360 bp
CAK1 ACTACA CTG CGT GAG CGG AA 20
CAK 2 AAAAAG TCTAGT TCG CTC GG 20
C.albicans ~273 bp
CALB1 TTTATC AAC TTG TCACAC CAGA 22
CALB2 ATC CCG CCT TAC CAC TAC CG 20
C.glabrata ~423 bp
CGL1 TTATCACAC GAC TCGACACT 20
CGL2 CCC ACATAC TGATAT GGC CTA CAA
C.parapsilosis ~320 bp
Grup | CPA1 TTG GTA GGC CTT CTATAT GGG 21
AllgrupCPA3 GCC AGA GAT TAAACT CAACCAA 22
C.tropicalis ~357 bp
CTR1 CAATCC TAC CGC CAGAGG TTAT 22
CTR2 TGG CCACTAGCAAAATAAGCGT 22
C.dubliniensis ~950 bp
CD1 GAA GGG CAT GCC TGTTTGAGAG 22
CD2 ATC ACC TTC CCACTAACACATT 22
ERG 11 direng geni
CAF1 GAAAGG GAATTC AAT CG 17 750 bp
CAR3 AAT ATA GTT GAG CAAATG AAC G 22
CAF4 GCT TCAAGATCT TTATTT GGT G 22 1030 bp
CARG6 AAC AAT CAG AAC ACT GAATCG 21
CPF1 ATTGCTAACTTG TTGATT GGTGTT 24 600 bp
CPR2 TGT AAT GGC ATG TGTAAT CTGAGG 24
CTF1 TCT GACATG GTG TGT GTG TG 20 500 bp
CTR1 ATT GAT GCC ATC AAT GGC AG 20
TARTISMA rine gereksinim duyulmustur. Giintimiizde fenotipik

Infeksiyon etkeni olan/olabilen ger¢ek ve firsatgt
patojen mantarlarin tanimlanmasinda, dogrudan
mikroskopik inceleme ve kiiltiir giiniimiizde halen
altin standart yontemler olma degerini korumakta-
dir. Ancak gerek zaman alic1 olmasi, gerekse her za-
man olumlu sonu¢ vermemeleri, bazi mantarlar agi-
sindan zor uygulanabilir ve yorumlanabilir olmasi
nedeniyle bu yontemlerin yani sira; daha hizli olan,
duyarhilik ve ozgilliigi yliksek yeni tan1 yontemle-

tan1 yontemlerinde karsilagilan sorunlar, molekiiler
yontemlerin; mikrobiyolojinin diger alanlarinda ol-
dugu gibi gerektiginde mikoloji alaninda da kulla-
nilmasini zorunlu hale getirmis, tani, tedavi izlemi
ve epidemiyoloji konusunda giderek bagarili sonug-
lar alinmasini saglamgtir.

Watson-Crick’in  1953’de  DNA’nin yapisini
tanimlamasindan sonra, mantarlari ilgilendiren ilk
genetik caligmalar 1960 yilinda Saccharomyces
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cerevisiae’nin genetik haritasinin incelenmesiy-
le baglamigtir.’>'* Whelan, 1980°de C.albicans ile
genetik caligmalara baslamis, Kurtz, 1986 yilinda
C.albicans’a ade2 geninin transformasyonunu bil-
dirmigtir.>’

1983 yilinda Mullis’in PCR’1 mikroorganiz-
malarin molekiiler tanilarinda kullanmasi sonucu
mantarlar, bakteriler, viriis veya parazitlerin genetik
yapilari, konaktaki transkripsiyonel aktiviteler ve
infeksiyona kars1 olusan yanitta; testin iistiin anali-
tik giiclinden dolay1 kisa zamanda basarili sonuglar
alimmasi, bu alanda yapilan ¢aligmalara hiz ve deger
kazandirmistir.'®

1992-1994 yillar1 arasinda yapilan bir calig-
mada, 601 kan 6rnegi PCR yontemi ile incelenmis;
olumlu 109 6rnegin 40’inda C.albicans, 10’unda
C.tropicalis, altisar tanesinde C.parapsilosis ve
Aspergillus flavus, 11’inde C.glabrata, sekizer ta-
nesinde C.krusei ve Aspergillus fumigatus, ikisinde
Candida guilliermondii, lger tanesinde Candida
kefyr ve Aspergillus versicolor, yedisinde Aspergil-
lus niger, besinde Aspergillus nidulans saptanmig-
tir.

BacT/Alert yontemi ile incelenen 150 kan or-
negi kiltiriiniin; 36’sinda C.albicans, 19’unda
C.glabrata, yedisinde C.parapsilosis, besinde
C.tropicalis, ligiinde C.krusei, ikisinde C.krusei+C.
glabrata, birinde C.glabrata +C.albicans, ayni sa-
yida Ornege uygulanan PCR-EIA teknigi ile de;
35’inde C.albicans, 18’inde C.glabrata, yedisin-
de C.parapsilosis, besinde C.tropicalis, liger tane-
sinde C.krusei ve C.glabrata+C.albicans, ikisinde
C.krusei+ C.glabrata birlikte saptanmistir.®

Notropenik, ve hematolojik malignitesi olan
72 hastanin atesli donemlerinde ve antifungal kul-
lanimi sirasinda alinan kan ornekleri PCR ve kiil-
tiirel yontemler ile incelenmis, PCR ile 31’1 (24
C.albicans, ikiser tanesi C.glabrata ve C.tropicalis,
iicti C.kefyr) olumlu, 41°1 ise olumsuz olarak bulun-
mustur. PCR’1 olumlu olarak saptanan hastalardan
dordiintin (ii¢li C.albicans, biri C.tropicalis) kiiltiir
sonuglar1 da olumlu olarak bildirilmistir.'®

Kiiltlirti olumlu 234 kan 6rnegiyle yapilan ca-
lismada, 237 maya (121 C.albicans, 50 C.tropicalis,
29 C.glabrata, 20 C.parapsilosis, alt1 Cryptococcus
neoformans, dort C.krusei, Ug C.guilliermondii, bir
Candida lusitaniae, ii¢ idantifiye edilemeyen maya)
izole edilmis ve 234 kan 6rnegine 18S rDNA, ITS1,

5.8S tDNA, ITS2, ITS4 ve 26S rDNA gen bolgele-
rinden ¢ogaltilan tiire 6zgii ve genel primerler ile uy-
gulanan multipleks PCR test sonucunda; C.albicans
(402 bp), C.glabrata (632 bp), C.guilliermondii
(185 bp), C.krusei (475 bp), C.lusitaniae (116 bp),
C.parapsilosis (126 bp), C.tropicalis (149 pb) ve
C.neoformans (516 bp)’in tanimlandig1 bildirilmis-
tir. Multipleks PCR’1n duyarliligi aragtiricilar tara-
findan %98.7 (234/237) olarak saptanmigtir.'”

Antifungal tedavi goren dort hastaya ait 6rnek-
ten kiiltlirel yontemler ile olumsuz, PCR ile olumlu
yanit alindigi bildirilmistir. '8

Kan kiltiriinden multipleks PCR yontemi
ile yapilan calismada, iki ¢ift primer kullanarak
C.glabrata (482 ve 483 bp), C.guilliermondii (248
bp), C.parapsilosis (229 bp), C.albicans (218 veya
219 ve 110 bp), C.tropicalis (218 bp), C.neoformans
(201 bp) ve C.krusei (182 bp) tanimlanmis; duyar-
liligin %96.9, 6zgiilliigiin ise %87.5 oldugu bildi-
rilmistir.?

Arastiricilar tarafindan ‘multipleks PCR yon-
temi ile iki ayr1 panel altinda primer cifti kulla-
narak yapilan bir caligmada A.fumigatus (385
bp), C.albicans (273 bp), C.glabrata (423 bp),
C.parapsilosis (320 ve 300 bp), C.tropicalis (357
bp) ve C.neoformans (136 bp)’de saptanmustir.*

Molekiiler yontemlerin uygulandigi ¢calismalar-
dan anlasildig gibi, aragtiricilar mantara ait genetik
materyeli saptamak i¢in var olan g¢esitli yontemler-
den, kendi kosullarina uygun olanlarini yeglemis-
lerdir. Bu ¢alismada, DNA’nin saptanmasi amaci ile
ticari DNA ekstraksiyon kiti kullanilmistr.

Genel primerler ile yapilan PCR testi sonu-
cunda kiiltiirleri olumlu bulunan 30 (%15) 6rnegin
tiimiiniin mantar DNA’s1 igerdigi belirlenmistir.
Mikroskopi, kiiltiir ve PCR olumlu on (%5); mik-
roskopi olumsuz kiiltiir ve PCR olumlu 20 (%10)
ornek saptanmistir. PCR olumlu kiiltlir olumsuz 6r-
nek saptanmamistir.

Calismada, ITS1, ITS2, ITS3, ITS4, 5,8S
rDNA ve 28S rDNA bolgelerinden ¢ogaltilan ge-
nel ve tiire 6zgili primerlerin kullanilmas1 sonucun-
da mantarlara 6zgli genel primer (550 bp) ve tiire
0zgii primerlerin kullanilmasi ile: C.albicans (273
bp), C.parapsilosis (320 bp), C.tropicalis (357 bp),
C.krusei (360 bp), C.dubliniensis (950 bp)’de bant
saptanmistir. Bu sonuglar literatiirle uygunluk gos-
termektedir.*
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Bu ¢alismada saptanmis olan %100 duyarlilik
oraninin Skladny ve ark.?® ve Hayette ve ark *"’in
verileri ile tamamen; >%90 deger bildiren Li ve
ark." ve Chang ve ark.’’in sonuglart ile de yiiksek
oranda benzer oldugu; 6zgiillik oraninin (%100)
ise diger arastiricilarca bildirilen %96, %89 ve
%87.5’dan'*?°2! daha yiiksek oldugu goriilmistiir.

Mantar infeksiyonlarinin goriillme sikliginin
artmas1 ve antifungallerin yaygin kullanilmasi, te-
davi sirasinda direnclerin goriilmeye baslamasina
neden olmustur. Diren¢ sorunu nedeni ile direng
mekanizmalarinin arastirildigi calismalar gliniimiiz-
de hiz kazanmigtir. Antifungal direng ¢ok faktorlii
ozelliklere baglidir. Direng; in-vitro, molekiiler ve
klinik olarak ii¢ baslik altinda toplanabilir. Anti-
fungal direncte olast mekanizmalar1 arastirmak igin
mantarlarin tanisi ve identifikasyonunda kullanilan
molekiiler yontemlerin bircogu kullanilmaktadir.
Ayrica antifungal ilaclara direng, duyarlilik ve ben-
zer suslar arasinda farkliligin tanimlanmasinda da
cesitli molekiiler yontemlerden (RFLP, karyotiplen-
dirme, RAPD ve ¢esitli PCR) yararlanilmaktadir.?

Azollerin hedefi olan 14 alfa demetilaz enzimini
kodlayan gen ERG11’dir. Gelisen diren¢ mekaniz-
malar1 ¢ogunlukla bu enzimle ilgilidir. Mayalarda
ERG11 olarak bilinen lanosterol 14 alfa demetilaz
enzimi fungal canlilik i¢in gereklidir. Bu enzim la-
nosteroliin ergosterole doniisiimiinde lanosterol ve
diger sterol prekiirsorlerinden monooksidasyon tep-
kimesi ile 14 alfa metil grubunun uzaklastiriimasini
saglamaktadir. Enzimin flukonazol ile inhibisyonu,
14 alfa metil gurubunun hidroksilasyonu igin gere-
ken oksijen aktivasyonunu engellemektedir. Bunun
sonucunda lanosterol ve 14 alfa metil steroidlerin
birikimi ve ergosterol tiiketimi ile hiicre 6liimii ger-
geklesir.? Ayrica hedef enzimin alfa heliks veya
beta zincir gibi yapilarinda olusan mutasyonlar ne-
deniyle meydana gelen yapisal degisiklikler sonucu
baglanmalar etkilenerek afinite azalmasi ile direng
gelismektedir. Bir ¢alismada, flukonazole direng ge-
lisiminde etkili olan ERG11 mutasyonlarinin orani
%20 olarak bildirilmistir.2*

Calismamizda secilen uygun primerler ile
BamHI ve Sal I enzimleri kullanilarak RFLP uy-
gulanmuis, yapilan analizler sonucunda direngli bir
susta 600 bp’lik bant saptanirken, 29 susta bant go-
rilmemistir.

Sonug olarak, bu calismada geleneksel yon-
temler ile identifikasyonu 4-5 giin gibi bir siireyi

kapsayan ve flukanazole intrensek direng gdsteren
yasamsal onemi olan C.krusei’nin, PCR ydntemi
uygulanarak, hizl tanis1 basariyla gerceklestirilmis-
tir. C.albicans gibi klamidospor olusturan; asimi-
lasyon fermentasyon testleri ile kesin tanis1 yapila-
mayan, ancak antifungal direngliligi C.albicans’tan
daha fazla oldugu bilinen C.dubliniensis’in de PCR
optimizasyonu saglanmus, tiire 6zgii primerler kul-
lanilarak bir tek PCR ile Candida tiirlerinin iden-
tifikasyonunun yapilabilecegi gosterilmistir. RFLP
ve E-test yontemlerine gore direngli olarak sapta-
nan 102 nolu 6rnegin referans genlerden X13296
geni ile uyumlu oldugu saptanmigtir. Farkli goriilen
niikleotidlerin aminoasitlere ¢evrildiginde, 153 ve
266 nolu aminositlerinin farkli oldugu saptanmistir.
Referans AF153845 no’lu susa ait duyarli olarak
bildirilen 153 no’lu amino asitte E D ve 266 nc1
amino asitte ise D E mutasyonu goriilmistiir. Sap-
tanan mutasyonlardan, E153D; Marichal,>® D266E
ise Loffler’in % yaymlar ile uyum gostermektedir.
Saptanan E153D mutasyonu birinci bdlgede olup
substrat veya inhibitdr giris kanalina yakin oldu-
gundan azollerin baglanma afinitelerini etkilemek-
tedir Azollerin afinitesinde olusan etkilenmenin; ya
ilacin girigini dogrudan etkileyerek ya da mutasyon-
lara bagl helikal yapida olusan degisiklikler nedeni
ile oldugu bildirilmistir.®

Doza bagli duyarli suslarin saptanmasinda;
kullanilan E-testin yanisira sekans calismalar1 da
yapilarak, amino asit mutasyonunun olup olmadig1
arastirilmistir. Ulkemizde bu tip calismalarin siirdii-
rilmesi ve epidemiyolojik olarak antifungal direng
genlerinin saptanmasi, antifungal diren¢ mekaniz-
malarinin aydinlatilmasimi saglayacak, ozellikle
agir mikoz tablosu gosteren immiin sistemi baskil
hasta grubunun daha hizli ve dogru tedavisinde kli-
nisyene de biiyiik 6l¢iide yardimcei olacaktir.

*Bu calisma TUBITAK tarafindan (Proje
No:107S5449) desteklenmis ve 34. Tiirk Mikrobiyo-
loji Kongresi’nde sunulmustur, Poster No.166 (Ku-
zey Kibris Tirk Cumhuriyeti, 7-11 Kasim 2010)

Tesekkiir: Calismanin istatistiksel degerlen-
dirmesini yapan Dog. Dr. Halim Issever’e tesekkiir
ederiz.
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