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1. OZET

Kan Kiiltiirlerinden Izole Edilmis Meyerozyma guilliermondii Suslarinin

Genotipik ve Viriilans Ozelliklerinin Arastiriimasi

Meyerozyma guilliermondii, insan deri ve mukozal ylizey mikroflorasinin bir
tiyesidir. Bununla birlikte, firsatg1 patojen olarak ciddi enfeksiyonlara neden olmaktadir.
Bu calismaya, 2006-2012 yillar1 arasinda KTU Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvarina gonderilen 119 hastanin 6rneklerinden izole edilmis 136 izolat dahil
edildi. Biyokimyasal yontemlerle M. guilliermondii olarak tanimlanmis izolatlar
genotipik yontemlerle identifiye edilerek, antifungal duyarliliklart ve salgi aspartik
proteaz (Sap) aktiviteleri yoniinden arastirildi. Ayrica, M. guillermondii suslarmin
molekiiler epidemiyolojik analizlerinde pulse field jel elektroforezi karyotipleme
(PFGE-EK) ve PFGE genomik DNA restriksiyon enzim analizi (REAG) yontemlerinin
uygun birer yontem olarak kullanilabilirligi arastirildi. M. guillermondii izolatlarinin
molekiiler identifikasyonlar1 ribozomal ITS gen bolgelerinin DNA sekans analizleri ile
ve ribozomal IGS gen bolgesinin PCR-RFLP bant paternleri karsilastirilarak
gerceklestirildi. Antifulgal duyarlilik testleri Sensititre YeastOne (TREK Diagnostic
Systems, ABD) mikrodiliisyon Kiti ile 46 susta saptandi. izolatlarin Sap aktivitesi
alblimin agar besiyerlerinde gosterildi. M. guilliermondii suslarinin karyotipleri total
genomik DNA’nin ve 12 degisik restriksiyon enzimi ile kesilen genomik DNA’nin
PFGE’nde vyiiriitiilmesi ile gergeklestirildi. izolatlardan 135°i ITS DNA sekans
analizlerine gére M. guilliermondii ve bir izolat Candida membranifaciens olarak
tanimlandi. M. guilliermondii izolatlarinin tiimiinin identifikasyonlart PCR-RFLP
analizi ile dogrulandi. Pan-azol (flukonazol, vorikonazol, itrakonazol) direngli bir izolat
belirlendi. Izolatlarda Sap aktivitesi zayif veya hi¢ saptanmadi. M. guilliermondii’nin
identifikasyonunda biyokimyasal ve molekiiler yontemlerin uyumlu oldugu gosterildi.
ITS1 bolgesinin bu tiirlerin tanimlanmasinda daha spesifik oldugu saptandi. M.
guilliermondii suslarinin PFGE-REAG analizinde Notl, Pacl ve Sfil enzimlerinin uygun
oldugu belirlendi. M. guilliermondii suslarinin epidemiyolojik analizlerinde PFGE-EK

ve PFGE-REAG yontemlerinin kullanilabilirligi gosterildi.

Anahtar Soézciikler: Meyerozyma guilliermondii, ribozomal ITS gen sekansi, PCR-

RFLP, PFGE, antifungal duyarlilik, salgi aspartik proteaz



2. SUMMARY

Investigation of the Genotypic and Virulence Factors in Blood Culture Isolates of

Meyerozyma guilliermondii

Meyerozyma guilliermondii is a member of human normal skin and mucosal
surface microflora. However, it causes serious infections as an opportunistic pathogen.
This study included 136 M. guillermondii strains isolated from 119 patient samples sent
to KTU, Faculty of Medicine, Medical Microbiology Laboratory between 2006-2012.
The strains identified by using biochemical methods were identified by genetic
methods, tested for their antifungal susceptibilities and secretory aspartic protease (Sap)
activities. In addition, suitability of pulse field gel electrophoresis karyotyping (PFGE-
EK) and PFGE genomic DNA restriction enzyme analysis (REAG) method use in the
molecular epidemiological analysis of M. guillermondii was investigated. The
molecular identification of M. guillermondii strains were carried out by DNA
sequencing of the ITS gene regions and comparison of the PCR-RFLP band patterns of
the ribosomal IGS regions. Antifungal susceptibility tests were performed for 46 strains
using Sensititre YeastOne microdilution test kit (TREK Diagnostic Systems, USA). The
Sap activities of isolates were tested on albumin agar medium. The karyotypes of M.
guillermondii strains were determined by PFGE using total genomic DNA and genomic
DNA digested with 12 different restriction endonuclease enzymes. Based on ITS DNA
sequence analysis, 135 strains were identified as M. guilliermondii, and one strain as
Candida membranifaciens. Identification of all M. guilliermondii strains was confirmed
by PCR-RFLP analysis. One strain was pan-azol (fluconazole, voriconazole,
itraconazole) resistant. Sap activity was found to be absent or weak for all strains. It has
been demonstrated that biochemical and molecular methods were in agreement for the
identification of M. guilliermondii. ITS1 region was shown to be more specific in the
identification of these yeast species. The restriction endonuclease enzymes Notl, Pacl
and Sfil were determined to be suitable in PFGE-REAG analysis of M. guilliermondii
strains. It was demonstrated that PFGE-EK and PFGE-REAG methods could be used in

epidemiological typing of M. guilliermondii strains.

Key Words: Meyerozyma guilliermondii, ribosomal ITS gene sequence, PCR-RFLP,

PFGE, antifungal susceptibility, secretory aspartic protease



3. GIRIS ve AMAC

Candida guilliermondii (C. guilliermondii), ilk defa 1912 yilinda Castellani
tarafindan bronkomikoz hastalarindan izole edilmis maya benzeri bir mantar tiiriidiir
(1). Giinlimiize kadar ¢ok sayida sinonim ile adlandirilmistir (2, 3). Siklikla Candida
guilliermondii (telemorf Pichia guilliermondii) sinonimi kullanilmakla birlikte; 2010
yilinda Kurtzman ve Suzuki tarafindan Meyerozyma yeni cinsine dahil edilen bir tiir
olarak, giiniimiizde telemorf tir adi olan M. guilliermondii sinonimi ile
adlandirilmaktadir (4).

Candida quilliermondii ve Pichia guilliermondii (P.guilliermondii) olarak
smiflandirilan suslar, 6zellikle Candida fermantatii (telemorf Pichia caribbica) ve
Candida carpophila sinonimlerinin dahil oldugu, fenotipik olarak ayrilamayan, genetik
olarak heterojen bir kompleks olarak diisiintilmiistiir. Ayrica bu tir, Candida famata
(telemorf Debaryomyces hansenii) tiirii ile de mevcut fenotipik identifikasyon metodlari
ile tam olarak ayrilamamaktadir. Son yillarda, internal transcribed spacer (ITS), D1/D2
ve intergenic spacer (IGS) ribozomal gen bolgelerinin DNA sekans calismalari,
elektroforetik karyotipleme, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve polimeraz zincir
reaksiyonu-restriksiyon fragmenti uzunluk polimorfizmi (PCR- RFLP) calismalar ile
P.guilliermondii klad’daki taksonlarin ayrimina ve P.guilliermondii’nin C. famata (D.

hansenii) tiirlinden ayrimina katki saglanmistir (5-18).

Meyerozyma guilliermondii (M. guilliermondii) dogal ortamlardan siklikla izole
edilmesinin yaninda insan deri ve mukozal yiizey mikroflorasinda da bulunmaktadir.
Ustelik insan firsatc1 patojeni olarak fungemi gibi ciddi enfeksiyonlarin etkeni olarak
bildirilmistir (1).

Candida guilliermondii’nin klinik maya izolatlar1 arasindaki izolasyon sikligi
yaklagik %2 olarak bildirilmistir. Son yirmi yilda, bu patojenin etken oldugu fungemiler
ise artan insidans ile biitiin kandidemilerin %1-11.7’sinden sorumludur. Bu sonuglarla
C.guilliermondii, tim kandidemilerin yalnizca kii¢iik bir yiizdesinden sorumlu, yeni
ortaya c¢ikan, nadir patojen olarak tanimlanmistir. C. guilliermondii, invaziv fungal
enfeksiyonlarin nedeni olarak nadiren goriilmektedir (19-31). Ancak fungemiler yiiksek

mortaliteye sahip enfeksiyonlardir (20, 21, 32-34).



Candida guilliermondii enfeksiyonlarinin ¢ogu kanser hastalarinda goriilen
fungemiler seklindedir (20, 22, 28, 34-38). Ustelik yetiskin popiilasyonda C.
guilliermondii’nin neden oldugu hastane kaynakli salgmlar bildirilmistir (39, 40). Ayni
sekilde pediatrik populasyonda da fungemi ve fungemi yalanci salginlari bildirilmistir
(30, 41, 42). Cogunlukla patojen farz edilen bu maya tiirii bircok calismada kan
kiiltiriinden izole edilmekle birlikte diger steril viicut sivilarindan, deri ve yumusak
doku orneklerinden, idrardan, genital ve solunum yolu orneklerinden ve tirnaktan da
izole edilmistir (26, 38, 43).

Candida guilliermondii izolatlar1 ¢ogunlukla flukonazol duyarli olmakla birlikte
flukonazol direngli izolatlar rapor edilmistir. Vorikonazoliin C. guilliermondii’ye karsi
flukonazolden daha etkili oldugu, azoller arasindaki en etkili molekiiliin vorikonazol
olabilecegi belirtilmektedir. Azollere gapraz direng rapor edilmistir. C. guilliermondii
izolatlar1 polyen direnci gosterebilir; direng tesbit edilmemisgse bile in vivo olarak
polyen toleran olabilir. Ekinokandinlere intrensik olarak zayif duyarlilik sergiler, en az
ekinokandin duyarli maya tiirlerinden biridir. Ancak ekinokandin direnci bu tiirde

yalnizca sporadik olarak gozlenmistir. Flusitozin direnci de rapor edilmistir (1).

Mantarlar ~ konak  dokularinda  invazyona yardimc1 olan  enzimler
olusturmaktadirlar. Salgi aspartik proteaz (Sap) enzimi en iyi tanimlanmis ve en fazla
calisilmig virtilans enzimi konumundadir. Bu enzim genellikle C.albicans suslarinda
calisilmis ve en patojen Candida tiirleri (C. albicans, C. tropicalis ve C. parapsilosis)
tarafindan salgilandig1 bildirilmistir (44, 45). C. guilliermondii izolatlarinin SAP gen
ailesine sahip oldugu bilinmesine ragmen (46) tiire ait Sap aktivitesi c¢alismalar1 az
sayida izolat ile yapilmis birkag ¢alismadan ibarettir. Bu ¢alismalar ile C. guilliermondii

suslarinda enzim aktivitesi saptanamamis ya da diisiik diizeyde saptanmigtir (47-49).

Bu mantar tirii literatiir genelinde siklikla C. guilliermondii (telemorf P.
guilliermondii) olarak adlandirilmaktadir. Ancak 2010 yilinda Kurtzman ve Suzuki
tarafindan yapilan ¢alisma ile Meyerozyma yeni cinsine dahil edilmis ve telemorf tiir adi
M. qguilliermondii olarak degistirilmistir. Bu nedenle giinlimiizde siklikla M.

guilliermondii sinonimi ile adlandirilmaktadir (4).

Calismamizda, biyokimyasal yontemlerle M. guilliermondii olarak tanimlanmig

136 klinik izolatin identifikasyonunun molekiiler yontemlerle dogrulanmasi, M.



guillermondii suslarmin molekiiler epidemiyolojik analizlerinde pulse field jel
elektroforezi karyotipleme (PFGE-EK) ve PFGE genomik DNA restriksiyon enzim
analizi (REAG) yontemlerinin uygun birer yontem olarak kullanilabilirliginin
arastirtlmasi1 amaclandi. Ayrica bu ¢alisma ile M. guilliermondii suslarinin flukonazol,
vorikonazol, itrakonazol ve 5-flusitozin antifungal duyarliliklarinin ve salgi aspartik

proteaz aktivitesinin belirlenmesi amaglanda.



4. GENEL BILGILER
4.1. Meyerozyma guilliermondii
4.1.1. Nomenklatiir

[k tanimlandig1 giinden giiniimiize kadar kullanilan Meyerozyma guilliermondii

sinonimleri asagidaki metinde belirtilmistir.

Endomyces guilliermondii Castellani (1912), Monilia guilliermondii (Castellani)
Castellani&Chalmers (1913), Myceloblastanon guilliermondii (Castellani) Ota (1927),
Mycotorula guilliermondii (Castellani) Langeron&Guerra (1935), Blastodendrion
guilliermondii (Castellani) Guerra (1935), Castellania guilliermondii (Castellani) C.W.
Dodge (1935), Monilia guilliermondii (Castellani) Castellani&Chalmers var.
pseudoguilliermondii (Castellani&Chalmers) Castellani (1937), Candida guilliermondii
(Castellani) Langeron&Guerra (1938)', Mycotorula guilliermondii  (Castellani)
Langeron&Guerra var. muhira (Mattlet) Redaelli&Ciferri  (1943), Candida
guilliermondii (Castellani) Langeron&Guerra var. soya Onishi&T.Suzuki (1969),
Candida guilliermondii (Castellani) Langeron&Guerra var. japonica Sugiyama&S.Goto
(1969)>, Endomycopsis  guilliermondii ~ Wickerham&Burton ~ (1954),  Pichia
guilliermondii Wickerham (1966), Yamadazyma guilliermondii (Wickerham) Billon-
Grand (1989), Meyerozyma guilliermondii (Wickerham) Kurtzman&M. Suzuki (2010).

Endomyces negrii  Castellani  (1912), Monilia  negrii  (Castellani)
Castellani&Chalmers (1913), Castellania negrii (Castellani) C.W.Dodge (1935).

Monilia pseudoguilliermondii Castellani&Chalmers (1919), Myceloblastanon
pseudoguilliermondii (Castellani&Chalmers) Ota (1927), Castellania
pseudoguilliermondii (Castellani&Chalmers) C.W.Dodge (1935).

Monilia muhira Matlett (1926), Castellania muhira (Matlett) C.W.Dodge (1935).

Blastodendrion arzti Ota (1924)*3, Monilia arzti (Ota) Nannizzi (1934),
Myceloblastanon arzti (Ota) Rippon (1988).

Myceloblastanon krausi Ota (1924), Cryptococcus krausi Ota (1924),
Blastodendrion krausi (Ota) Redaelli&Ciferri (1929)%, Monilia krausi (Ota) Nannizzi



(1934), Parendomyces krausi (Ota) C.W.Dodge (1935), Mycotorula krausi (Ota)
Ciferrri&Redaelli (1943).

Candida parapsilosis (Ashford) Langeron&Talice var. tokyoensis T.Suzuki,
Sumino, Akiyama&Fukada (1973)?, Candida parapsilosis (Ashford) Langeron&Talice

var. tuxtlensis Herrera, Ulloa&Fuentes (1973)°.

Monilia  lustigi Castellani&Chalmers  (1913), Castellania  lustigi
(Castellani&Chalmers) C.W.Dodge (1935).

Torula fermantati Saito (1922), Microanthomyces alpinus Griiss (1926, 1927),
Candida paranensis Negroni&Fischer (1941), Torulopsis xylinus Tatsumi&Katagiri
(1950), Candida melibiosi Lodder&Kreger-van Rij (1952)°, Trichosporon
appendiculare Batista (1959), Candida mamillae S.Goto (1079)?, Candida amidovorans
Balloni, Florenzano, Mazza&Polsinelli (1987)** (2, 3).

! Niikleer DNA (nDNA) yeniden birlesme (nuclear DNA reassociation) deneyleri, 2

Elektrokaryotip (EK) benzerligi, > ribozomal DNA (rDNA) biiyiik alt inite (LSU)
D1/D2 gen sekanslari. Belirtilen diger sinonimler farkli fenotipik yontemlerle

tanimlanmustir.

Kaynak gosterilerek aktarilan bilgilerde kaynaktaki nomenklatiire bagh

kalinmakla birlikte, tez metni i¢inde M. guilliermondii sinonimi kullanilmistir.
4.1.2. Taksonomi ve Filogenetik

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

tanmimlanmustir (1).

Wickerham ve Burton 1954°de, Candida guilliermondii var. guilliermondii olarak
tanimlanan suslarda askosporulasyonu kesfetmis ve askosporik (seksiiel) seklini
Endomycopsis guilliermondii olarak adlandirmistir (50). Wickerham 1966 yilinda tiiriin
seksiiel seklini P. guilliermondii olarak dogrulamistir (51). P. guilliermondii
giintimiizde, 6nceden asporogenous tiir Candida guilliermondii (Castellani) Langeron
and Guerra’ya ait sporogenous suslarin bir koleksiyonunu temsil etmektedir. Bu

eslesebilen her C. guilliermondii susunun P. guilliermondii tiiriine taginmasi gerektigi



anlamma gelmektedir (50, 51). Kurtzman 1992’de, nDNA yeniden birlesme deneyleri
ile P. guilliermondii ve anamorfu kabul edilen C. guilliermondii’nin ayni tiire ait

(conspesific) oldugunu bulmustur (52).

Kurtzman ve Suzuki 2010 yilindaki ¢aligmalarinda, koenzim (Co) Q-9 iireten
Pichia tiirleri arasindaki iliskiyi, ribozomal RNA (rRNA)’nin biiyiik alt tinite (LSU)
D1/D2 ve kiigiik alt iinite (SSU) bolgelerini sekanslayarak analiz etmistir. Bu analiz
CoQ-9 tiirlerinin ¢esitli yeni cinslerde yerlesimi ile sonuglanmistir. Bu ¢alisma ile P.
guilliermondii ve Pichia caribbica tiirleri, yeni Meyerozyma cinsine dahil edilmistir
(Sekil 1). Candida carpophila ve Candida’nin bazi diger tiirleri Meyerozyma klad
(clade)’min tiyeleridir (Sekil 2) (4).

Meyerozyma guilliermondii’nin giincel sistematik yerlesimi su sekildedir:

Alem : Fungi

Sube : Ascomycota

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

Cins : Meyerozyma

Meyerozyma cinsi Debaryomyces, Millerozyma, Priceomyces ve Schwanniomyces
cinsleri ile filogenetik olarak yakin iligkilidir. Meyerozyma cinsinin yakin iligkili cinsler

arasindaki filogenetik yerlesimi Sekil 1°de goriilmektedir (3, 4).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=4751&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=4890&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=4891&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=4892&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=766764&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock

Spathaspora

Lodderomyces
Candida sake

Scheffersomyces
Candida glaebosa Clade
Candida oleophila Clade
Debarvomyeces
Schwarnnomyces
Candida glhicosophila
Meyverozyma
Millerozyma

Priceamyces
Yamadazyma
Babjeviella

Hyphopichia

_ SCFH‘ZGS{ICCF?{I}‘G myces

S— (0.005 farklhk

Sekil 1. rRNA LSU D1/D2 ve SSU gen sekanslarmin neigbour-joining analizi ile
degerlendirilmesi sonucunda Meyerozyma cinsinin yakin iligkili cinsler
arasindaki filogenetik yerlesimi (3, 4)

Meyerozyma cinsinin  kabul goren tiirleri Meyerozyma 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 tiirii Meyerozyma guilliermondii (Wickerham) Kurtzman&M.
Suzuki (2010) kabul edilmektedir. Kurtzman ve Suzuki (2010)’nin ¢aligmalarina goére

C. guilliermondii’nin yeni atanmig telemorf tiir adi Meyerozyma guilliermondii’dir (4).

Meyerozyma caribbica (Vaughan-Martini, Kurtzman, S.A.Meyer&O’Neill)
Kurtzman&M.Suzuki (2010) tiiriiniin anamorfu Candida fermantatii (Saito) Bai
(1996)°dir. 2010 yili 6ncesinde, telemorf tiir adi olarak Pichia caribbica Vaughan-
Martini, Kurtzman, S.A.Meyer&O’Neill (2005) sinonimi kullanilmistir (4).



Meyerozyma guilliermondii tiirliniin yakin iligkili tiirler arasinda filogenetik

yerlesimi Sekil 2°de goriilmektedir (3, 4).

Meverozyma guilliermondii Y-2075 / U45709

Candida carpophila Y-17905 / U45707

Meverozyma caribbica Y-27274 / AY187283

100
Candida smithsonii Y-27642  AYS18525

Candida athensensis Y-27644 | AYS18528

Candida elateridariom Y-27647 f AYS518530

Debarvomyces hansenii Y-7426 / U-45808

Priceomyces haplophilus Y-T860 / U45??_D

w— Scheffersomyces stipitis Y-7124 / U45741

s 5 farklihlc

Sekil 2. Meyerozyma guilliermondii tiiriinin rRNA LSU D1/D2 gen sekanslariin
maksimum parsimony analizi ile yakin iligkili taksonlar arasindaki filogenetik
yerlesimi (3, 4)

Tim genom analizine dayanan en son filogenetik calismalara gore

Saccharomycotina iki ana gruba ayrilabilir. Bunlar:

e Candida glabrata ve Saccharomyces cinsinden mayalar1 igeren
Saccharomycetaceae klad

e C.albicans, C.dubliniensis, C.tropicalis, C.parapsilosis, C.maltosa, C famata,
C.lusitaniae, C.oleophila, C.rugosa, Lodderomyces elongisporus, Scheffersomyces
stipitis ve C.guilliermondii’yi iceren CTG klad (CTG kodonunu 16sin yerine serin

olarak translate eden) tiirleri (53-55).

Candida ve Saccharomyces klad filogenisi i¢in Sekil 3’e bakiniz (54). 1990

yilindan bu yana kabul goéren bu 06zel kodon kullanimi C. guilliermondii’de
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Saccharomyces-bakteriyel marker’larin ve raportor genlerin genetik arag olarak

kullanimin1 engellemektedir (56).

— Candida albicans .
100 — Candida dubliniensis
100 Candida tropicalis Diploid
100 I— Candida parapsilosis
Candida Lodderomyces elongispori}s
/ 100 Candida guilliermondii i
T _I_I Deb mj*.-‘c_):m-‘c?f?s imm?‘emr- Haploid
100 Candidalusitaniae

100 Saccharomyces cerevisiae
100 Saccharomyees paradoxiis

100 , .
Saccharomyees mikatae

— — Saccharomyees bavantiis

Candida glabrata

Saccharomyees 100 Saccharomyces castellii

1 Ull Kluyveromyces lactis
Ashbva gossvpii

100 Khnveromyeeswaltii

Yarrowia lipolyvtica

p— 0.1 farklilik
Sekil 3. Candida ve Saccharomyces klad filogenisi (54)

Candida guilliermondii ATCC 6260 referans susunun tiim genomu 2009 yilinda
sekanslanmigtir. C. guilliermondii kismen kiigiik bir genoma (10.6 Mb, 8 kromozom)
sahiptir. Simdiye kadar belirlenen gen sayisi (5,920) diger CTG klad tiirlerine benzerdir.
Bu C. guilliermondii genomundaki kisa intergenik bosluklardan (ortalama 426 bp)
kaynaklanmaktadir (mevcut CTG klad genomlarinda ortalama 794 bp). Tablo 1’de C.
guilliermondii ATCC 6260 ile birlikte sekiz farkli maya tiirtiniin genom ozellikleri
belirtilmistir. C. albicans SC5314 susunun genom bilgileri "Candida Genom Database",
D. hansenii’nin genom bilgileri "GenBank", diger tiirlerin genom bilgileri ise Genbank

ve "Broad Institute Candida Database" web sitelerinde mevcuttur (54).
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Tablo 1. Candida tiirlerinin genom ozellikleri

Ortalama  Ortalama
Genom

. et T Gen gen intergenik e s .
0, t
Tiir bu}(lll\l/lrkl)l)lgu %GC sayist  bilyikligi  bosluk Ploidi  Patojen
(bp) (bp)

Candida albicans WO-1 14.4 335 6,159 1,444 921 Diploid ++
Candida albicans SC5314 14.3 33.5 6,107 1,468 858 Diploid ++
Candida tropicalis 145 33.1 6,258 1,454 902 Diploid ++
Candida parapsilosis 13.1 38.7 5,733 1,533 752 Diploid ++
Lodderomyces 154 370 5802 1,530 1,174  Diploid -
elongisporus
Candida guilliermondii 10.6 43.8 5,920 1,402 426 Haploid +
Candida lusitaniae 12.1 445 5941 1,382 770 Haploid +
Debaryomyces hansenii 12.2 36.3 6,318 1,382 550 Haploid -

“bp: baz cifti, t: Goreceli patojenite diizeyi (54)

4.1.3. Fenotipik Identifikasyon
4.1.3.1. Kiiltiir ve Mikroskobi Ozellikleri

Candida guilliermondii tipik olarak aerobik mayalar1 temsil eder ve tam anaerobik
kosullarda ¢ogalamaz. C.guilliermondii i¢in standart cogalma sicakligi 30 °C ve iist sinir
42 °C’dir (57). C. guilliermondii, maya kiiltiiri amact ile yaygin sekilde kullanilan
Sabouraud dekstroz agar (SDA)’da kolayca ¢ogalan maya benzeri bir organizmadir
fakat sabouraud broth yiizeyinde ¢cogalmaz. Koloniler krem veya sar1 pigmentli, tipik

olarak diiz ylizeyli, diizgiin kenarl ve 1slak goriintimlidiir (1).

Misir unu-tween 80 agar’da 25 °C’de 72 saatlik inkiibasyondan sonra kiigiik
blastosporlardan yiginlar olusturmaktadir. Tomurcuklanan hiicre yigininin merkezinden
disariya dogru uzayan cogunlukla az sayida, kisa pseudohifa gozlenmektedir. C.
guilliermondii’nin bu morfogenetik gegis (pseudohifa olusturma) yetenegi bir kural
degildir. Pseudohifa olusturma durmunun izolat koleksiyonlari arasinda olduk¢a
degisken oldugu goriilmistiir. 33 P. guilliermondii izolatinin 27’sinin, 18 P. caribbica
izolatinin 17’sinin pseudohifa olusturdugu; 3 D. hansenii izolatinin ise pseudohifa
olusturmadig tesbit edilmistir (14). McManners ve Samaranayake (1990), C.

guilliermondii izole ettikleri bir dento-alveolar absenin gram boyama preperatinda hifa
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bildirmislerdir. Fakat 6rnek identifikasyonu yanlis olmadik¢a bu goriintiiniin pseudohifa
oldugu diistintilmektedir. Ciinkii bu tiirde gergek hifa goriillmemektedir (11, 14, 40, 58).

Resim 1. Candida guilliermondii klinik izolatinin pseudohifa goriiniimii. Olcek cubugu
A:0.5cm, B: 25 pm

Meyerozyma guilliermondii ve M. caribbica farkli sekillere sahip askosporlar
olusturmaktadirlar fakat iki tir de az sporlandigi icin bu Kriterle tiir ayrimi kesin
degildir (3).

Biyogiivenlik diizeyi 1 (BSL-1) organizmadir.
4.1.3.2. Biyokimyasal Ozellikler

Meyerozyma cinsine ait tiirler sekerleri fermente ederler. Birgok yaygin heksoz,
disakkarit, poliol ve organik asidi asimile ederler fakat tek nitrojen kaynagi olarak
nitrati kullanmazlar. M. guilliermondii ve M. caribbica tiirleri arasinda standart
fermentasyon ve c¢ogalma testlerinde farklilik gériilmemistir (3). Candida
guilliermondii’ye ait biyokimyasal reaksiyonlar ve c¢ogalma o&zellikleri Tablo 2’de
goriilmektedir (2, 3).
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Tablo 2. Candida guilliermondii’ye ait biyokimyasal reaksiyonlar ve c¢ogalma

ozellikleri
Fermantasyon
Glukoz +  Siikroz + Trehaloz
Galaktoz d Maltoz - Rafinoz
Laktoz -
Cogalma (s1v1 besiyerde)
Glukoz +  N-Asetil-D-glukozamin + D-Mannitol
Galaktoz +  D-Glukozamin + D-Glusitol
Laktoz - D-Glukonat d Galaktitol
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
COziiniir nisasta - DL-Laktat d Siiksinat
Hekzadekan + Metil-a-D-glukozit + Sitrat
Serbest vitamin d Nitrat -
Ilave gogalma testleri ve diger 6zellikler
2-Keto-D-Glukonat +  Nisasta sentezi - 37 °C’de ¢ogalma
5-Keto-D-Glukonat - %10 NaCl / %5 glukoz + 42 °C’de ¢ogalma

Sakarat - Jelatin hidrolizi

44 °C’de ¢ogalma

d: degisken, b: bilinmiyor (2, 3)

Biyokimyasal reaksiyonlar1 temel alan ticari olarak mevcut identifikasyon
sistemleri bulunmaktadir. Bunlar Vitek (BioMerieux Vitek, France), APl ID 32C ve
APl 20C AUX sistemleri (BioMerieux, France), APl Candida (BioMerieux, France),
Yeast Star (CLARC Laboratories, Netherlands), Auxacolor (Sanofi Diagnostics Pasteur,
France), RapID Yeast Plus Systems (Thermo Scientific, Remel, ABD) sistemleridir
(59).
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Tablo 3. APl 20C AUX V4.0 sisteminde Candida guilliermondii ve Candida famata
tiirlerinin karbohidrat asimilasyonu yiizde (%) pozitif reaksiyonunu gosteren
identifikasyon tablosu

Tiir/Karbohidrat |0|GLU|GLY |2KG |ARA

C. famata

C. guilliermondii

GLU: D-glukoz, GLY: gliserol, 2KG: kalsiyum 2-keto-glukonat, ARA: L-arabinoz, XYL: D-ksiloz, ADO: adonitol, XLT: ksilitol,
GAL: D-galaktoz, INO: inositol SOR: D-sorbitol, MDG: metil-a D-glukopironosid, NAG: N-asetil-glukozamin, CEL: D-sellobiyoz,
LAC: D-laktoz (sigir menseyli), MAL: D-maltoz, SAC: D-sakkaroz (sukroz), TRE: D-trehaloz, MLZ: D-melezitoz, RAF: D-rafinoz

Debaryomyces hansenii izolatlar1 %0.01 siklohekzimid’e duyarli goriiliirken, P.

guilliermondii ve P. caribbica izolatlarinin >%90°’1 direnglidir (6, 7, 11, 12, 14, 40).
4.1.4. Molekiiler identifikasyon

Fungal organizmalarin taksonomik ve epidemiyolojik ¢alismalari igin niikleik
asitleri tesbit eden molekiiler tekniklerden artan sekilde faydalanilmaktadir. Molekiiler
identifikasyon tipik olmayan morfolojik karakter gosteren, yavas ¢ogaldigr i¢in uzun
inkiibasyona ihtiya¢ duyan, spor iiretmek igin 6zellesmis besiyere gereksinim duyan
funguslar i¢in ve fenotipik identifikasyon sonuglarimin spesifik olmadigi yada kafa
karistiricr oldugu durumlarda faydalidir (61). Ustelik fungal organizmalarin morfolojik
ve biyokimyasal 6zellikler kullanilarak fenotipik identifikasyonu c¢alisan hatalarindan
etkilenmektedir, zaman alicidir ve degisken sonuglar verebilmektedir Giinimiizde
birgok laboratuvar fungal identifikasyon amaci ile rutin protollerinin bir pargasi olarak
DNA sekanslama c¢alismaktadir. Sekans temelli identifikasyon arastirma
laboratuvarlarindan, DNA izolasyonu-saflastirma kitleri ve temel biyoteknolojik
olanaklar ile desteklenen fgilincii basamak tip merkezlerinin klinik mikrobiyoloji

laboratuvarlarina tasinmaktadir.
4.1.4.1. Ribosomal RNA Geninin Sekanslanmasi

Ribozom yasayan tiim organizmalarda protein sentezini gergeklestiren zorunlu
hiicresel bir organeldir. Ribozomal RNA genleri oldukea iyi korunduklarindan 6zellikle
filogenilerin yorumlanmasi agisindan 6nemlidirler. iki organizma arasindaki rRNA
sekanslarindaki benzerligin derecesi onlarin goreceli evrimsel akrabaliklarini giivenilir

sekilde belirlemektedir. Korunmus ribozomal DNA (rDNA) bolgeleri, yakin iliskili
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gruplar arasindaki akrabaligi belirlemek igin yararli olan hizli evrimlesen bolgeler
icermektedir. Bu iliski, yakin iligkili cinsler ve yakin iligkili tiirlerin kendi aralarindaki

veya fungusun tek tiirtiniin izolatlar1 arasindaki iliskidir (62).

Fungal organizmalarin kesin identifikasyonu igin bir dizi gen bolgesinin degerli
oldugu kanitlanmistir. Bu amagla en sik rDNA gen kompleksi kullanilmaktadir (63, 64).
rDNA gen bélgelerinin sekanslanmasi ile yeterli ayrimin saglanamadigi durumlarda
RNA polimeraz Il alt iinite 1, RNA polimeraz 1l alt iinite 2, translasyon elongasyon
faktor la, ATP sentaz alt iinite 6, B-tubulin sentaz, aktin sentaz, kitin sentaz, asetil
koenzim A sentaz, gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz, izoepoksidan dehidrogenaz
(isoepoxydon dehydrogenase), lignin peroksidaz ve orotidin 5-monofosfat

dekarboksilaz genlerini igeren tek kopya hedefler bu amagla kullanilmaktadir (61, 65).

Ribozomun anahtar bileseni olarak rRNA molekiilleri, kompleks sekilde
katlanmig farkli biyiikliikte (kiiciik ve biiyiik) iki alt inite igermektedir. Funguslarin da
dahil oldugu okaryotlarda iki rRNA alt iinitesi 40S ve 60S sedimentasyon katsayisi
degerlerine sahiptir. Okaryotlarda kiiciik rRNA alt iinitesi (40S) tek RNA tipi
icermektedir (18S rRNA); biiyiik alt Ginite (60S) ise ii¢c RNA tipinden (5S, 5.8S, 25-28S
rRNA) olusmaktadir. Buna karsilik prokaryatlarda iki rRNA alt iinitesi sirasiyla 30S ve
50S olgiilmektedir (65).

Fungal rRNA’ya karsilik gelen DNA, ard arda siralanmig bir dizi genden
olugsmaktadir. Bu ribozomal genler her hiicrede 50-500 kopya halinde bulunur ve bu
nedenle tek kopya bir genden daha duyarli olarak tesbit edilmektedirler. 8-12 kb
biiytikligiindeki her kopya, 18S RNA (kiigiik alt tinite: SSU), ITS1 (internal transcribed
spacer 1), 5.8S RNA, ITS2, 25-28S RNA (biiyiik alt iinite: LSU), IGS1 (intergenic
spacer), 5S RNA ve 1GS2’den olusmaktadir. Sekil 4 fungal rRNA genlerinin

organizasyonunu gostermektedir (65).

TS IGS
1GS1 | 58 1GS2
| 18SRNA(ssu) |TSH|sesjiTs 255 - 285 RNA (LSU) RNA

Sekil 4. Fungal ribozomal RNA genlerinin organizasyonu (65)
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Bu kompleksin 18S ve 5.8S bolgeleri ITS1 bolgesi ile, 5.8S ve 25S-28S bolgeleri
ITS2 bolgesi ile ayrilmaktadir. ITS bolgeleri islevsel olmayan sekanslar olduklarindan
ters seleksiyon baskisi olmaksizin mutasyon ile degisiklige tamamen agik bolgelerdir.
Bu nedenle ITS bolgelerinin niikleotid sekanslari olduk¢a degiskendir. Bu polimorfizm,
hizli ve yeterli oranda degisen bu bolgeleri goreceli yakin akrabalik ¢aligmasi igin ideal
bir marker molekiil yapmaktadir. ITS1 ve ITS2 bolgeleri fungal tiirlesme (fungal
speciation) ve identifikasyon i¢in olduk¢a degerli hedeflerdir (66-69).

Ribozomal RNA’nin 25S-28S geni ¢ogunlukla olduk¢a farkli taksonlar boyunca
korunmaktadir. Yalnizca ilk 600-900 bazlik kisim fungal organizmalarin filogenetik
caligmalar1 i¢in faydali olan D1, D2 ve D3 olarak adlandirilan ¢ farkli bolge
icermektedir. Mayalarda 25S rRNA geninin D1 ve D2 degisken bolgeleri siklikla hedef
olarak kullanilmaktadir (70).

18S rRNA geni hem korunmus ve hem de degisken sekans bolgeleri igermektedir.
Degisken sekansli bolgeler cins veya tiir diizeyinde karakterizasyon igin degerli iken
(18S rRNA geninde >%97 sekans benzerligi gosteren izolatlarin ayni tiir oldugu
diistiniiliiyor); korunmus bolgeler siklikla daha yiiksek taksonomik smiflarin (cins, aile

ve sube gibi) filogenetik analizi i¢in kullanilmaktadir (71).

IGS bolgesi (transkript edilmeyen bosluklari kodlayan DNA) 18S, 5.8S, 25S-28S
rRNA tekrarlarinin Kopyalar1 arasinda bulunmaktadir. Bir 5S RNA geni IGS bolgesi
icinde yer almaktadir. 1GS bolgesinin uzunlugu i¢ tekrar sekanslarinin sayisindaki
varyasyondan dolayr degismektedir; bundan dolayr bu bolgeler marker molekiiller
olarak iyi adaylardir. 1GS bélgesi (fungal taksona bagl olarak 2-5 kb uzunlugunda),
ITS1 ve ITS2 bolgelerine benzemekle birlikte daha fazla genetik degiskenlik
igcermektedir. Bu durum IGS bolgesini fungal identifikasyon i¢in diger bir potansiyel
hedef yapmaktadir (72).

Fungus calismalarinda rDNA’nin kullanilmasi amaciyla rtDNA’nin farkli bolgeleri
igin universal PCR primerleri kesfedilmistir. Universal primerler rDNA’daki korunmus
sekanslar1 hedef almaktadir. Fungal organizmalarin rRNA gen bdlgelerinin PCR
amplifikasyonu ve sekanslanmasi i¢in yaygin kullanilan ¢ok sayida rRNA, ITS ve I1GS
primeri bulunmaktadir (65).
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Candida  guilliermondii  CBS 2030  (accesion no:  AM992960)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) ve Pichia guilliermondii ATCC 6260
(accession no:  AY939792) suslarinin  GenBank DNA  sekans  verileri
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore) ve fungal organizmalarin rRNA genlerinin
organizasyonu (65) temel alinarak; Candida (Pichia) guilliermondii rRNA genlerinin

fiziksel organizasyonu gizilerek Sekil 5’de gosterildi.

ITS D IGS

ETS1
ITSYs 85| 1TS2 NTSL| NTS2
18S RNA (SSU) RNA 28S RNA (LSV) = —

Sekil 5. Candida guilliermondii ribozomal RNA genlerinin organizasyonu (65)

Klinik ve Laboratuvar Standartlart Enstitisii (CSLI), klinik laboratuvar
uygulamalarinda sekans analizini irdelemek i¢in; DNA sekanslama kullanilarak
identifiye edilen funguslar i¢in yorumlama Kriterlerini belirleyen "Hedef DNA
sekanslama ile bakteri ve funguslarin identifikasyonu (Interpretive Criteria for
Identification of Bacteria and Fungi by DNA Target Sequencing)" baslikl1 bir kilavuzu
2008 yilinda yaymlamistir. Bu kilavuz en yaygin DNA hedefininin (ITS bolgesi)
sekanslanmas1 yolu ile funguslarin identifikasyonuna standardize bir yaklasim
saglamaktadir. Kilavuzda primer dizayni, amplifikasyon-sekanslamanin kalite kontrolii

ve referans sekans veri tabanlarini kapsayan konular ele alinmaktadir (61).

Bilinmeyen fungal izolatlarin identifikasyonu, ABD’de "National Library of
Medicine" tarafindan yonetilen "GenBank" veya Hollanda’da "Centraalbureau voor
Schimmelcultures” tarafindan yonetilen "CBS" veritaban1 gibi merkezi bir
veritabanindaki sekanslar ile bu organizmanin kismi DNA sekansi karsilastirilarak
yapilabilmektedir. GenBank saprofitik olanlarin yaninda tibbi 6nemi olan mantarlara ait
binlerce DNA sekansi icermektedir. Daha kisitli CBS veritabani ise fenotipik ve
taksonomik olarak iyi valide edilmis identifikasyona sahip izolatlarin sekanslarini
icermektedir. MicroSeq D2 LSU fungal sekanslama sistemi (Applied Biosystems,
Warrington, Ingiltere) ticari olarak mevcut bir fungal identifikasyon sistemidir. Bu

fungal sekanslama sistemi ribozomal biiyiik alt initenin D2 bdlgesinin sekanslanmasi
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icin soliisyonlar, identifikasyon-analiz yazilimi1 ve fungal sekanslar icin bir kiitiiphane
saglamaktadir. Molekiiler identifikasyondaki gelismeler ile siklikla izole edilen tiirlerin
bazilariin grup veya tiir kompleksi oldugu ve bir¢ok gizli tiir (cryptic species) varligi

acik hale gelmistir (61).
4.1.5. Molekiiler Genotiplendirme

Molekiiler tiplendirme yontemleri sus iliskisinin analizinde (73), profilaksiye
karar vermede (74) ve mikrobiyal populasyondaki genetik c¢esitliligi belirlemede
gittikge artarak kullanilmistir (75). Bu amaglar igin farkli prensiplere dayali molekiiler
tiplendirme yontemleri gelistirilmistir. Bu yontemler, tim genomun RFLP’si (76),
RFLP’ini takiben prob hibridizasyonu (77), PFGE-EK ve tiim genomun Sfil (78), Smal,
Notl ve BssHII gibi nadir kesen restriksiyon endoniikleazlar tarafindan kesilmesi ile
olusan DNA fragmentlerinin pulse field jel elektroforezi (79), rastgele amplifiye edilmis
polimorfik DNA (RAPD) ile tiim genomun PCR parmak izi analizi (80) veya amplifiye
fragment uzunluk polimorfizmi (AFLP) analizi (81), tekrarlayan sekans temelli PCR
(rep-PCR) ile tekrarlayan sekanslarin parmak izi analizi (82) ve multi lokus sekans
tipleme (MLST) ile house-keeping genlerin sekanslanmasii igermektedir (83).
Molekiiler tiplendirme yontemleri tekrarlanabilir, ayirici, yiiksek verimli, uygulamasi
kolay, dijital olarak tasmabilir ve standardizasyona ve kiitiiphane olusturmaya uygun
olmalidir (84).

4.1.5.1. Pulse Field Jel Elektroforezi

Schwartz ve ark.’lart 1982’de 50 kb’dan daha biiyiik DNA molekiillerinin iki
alternatif elektrik alan1 kullanarak agaroz jel igerisinde ayrilabilecegi fikrini ortaya
atmugtir. Bu prensibe dayali cihazlar gelistirilmis ve birkag kilobaz (kb)’dan 10 megabaz
(Mb)’a kadar DNA pargalarinin ayrilabilecegi gosterilmistir. Farkli PFGE tipleri vardir.
Contour-Clamped Homogeneous Electric Fields (CHEF), giiniimiizde bu amagla en
yaygin kullanilan ticari cihaz sistemidir. Pulsed field jel elektroforezi, bakteri ve
funguslardan memeli hiicrelerine kadar birgok organizma grubunda farkli amaglarla
kullanilmaktadir. (85).

Pulse field jel elektroforezi, direk olarak genom DNA’sinin elektroforetik

ayrilmasina veya restriksiyon endoniikleazlarla genomun kesilmesi ile elde edilen
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restriksiyon bant paternlerinin karsilagtirilmasi esasina dayanir. Restriksiyon enzimi
kullanilmaksizin kromozomlarin elektroforetik ayrilmasi, kromozomal uzunluk
polimorfizmi ya da EK olarak bilinmektedir. Cok iyi saflastirilmis genomik DNA
orneginin ilgili tiirin genomunda nadir bulunan restriksiyon bolgelerini taniyan
restriksiyon endoniikleazlarla kesilmesi ise PFGE-REAG olarak bilinmektedir. Kesim
sonucu olusan DNA parcalar1 agaroz jelde biiyiiklige bagli olarak ‘pulsed-field’
elektroforezi ile ayrilir. Bu elektroforezde jel boyunca elektrik alaninin yonii periyodik
olarak degistirilir. Ayrilmis DNA fragmentleri band olarak jelde gozlenir ve belli bir

paterni sekillendirir (86).

Pulse field jel elektroforezi, klinik olarak 6nemli ¢esitli bakteriler i¢cin molekiiler
tiplendirme yontemleri arasinda "altin standart” olarak kabul edilmektedir. Giiniimiizde
hala en siklikla salginlarda bakteri izolatlarin1 Kkarakterize etme yaklasimi olarak
kullanilmaktadir. PFGE’nin basaris1t milkemmel ayrim giicii ve yiiksek epidemiyolojik
uyumunun sonucudur. Ustelik laboratuvar igi tekrarlanabilirlik ve miikemmel
tiplendirme yetenegi ile kismen pahali olmayan bir yaklasimdir. Son on yilda PFGE
protokolleri standardize edilmistir. Ustelik laboratuvarlar aras1 karsilastirma PulseNet

veya Harmony gibi ¢esitli girisimler tarafindan tistlenilmistir (86).

Pulse field jel elektroforezi yonteminin belirgin bir avantaji arastirilan genomun
biiyiikk kismina (>%90) hitap etmesidir. Dolayisiyla genomik DNA i¢indeki biiyiik
rekombinasyon olaylarinin yani sira hareketli genetik elementler de PFGE paterninde
degisikliklige yol acar. Genellikle plazmit DNA’s1, tiim genomun restriksiyonu ile
olusan PFGE paternini etkilemez. Ciinkii plazmit DNA’sinin restriksiyonu ile olusan
fragmentler kesim profilini etkilemek i¢in ¢ok kiigliktiir. Biiyiik plazmitler (>50 kb)

sozkonusu oldugunda PFGE paternleri arasinda tek bant farkliliklart gézlenir (86).

Pulse field jel elektroforezi yaygin sekilde kullanilmasina ragmen g¢esitli
kisitlamalar igermektedir. Bu yontem teknik olarak iddiali, emek yogun ve zaman
alicidir. Ustelik yaklasik ayni biiyiikliikteki bantlari (biiyiikliikleri %5°den daha az farkli
olan DNA pargalar1) ayirmak igin yeterli ayirma giiciine sahip olmayabilir. PFGE
sonuglarmin analizi subjektif olma egilimindedir ve verilerin tasinabilirligi sekans

temelli yontemlerle karsilastirildiginda sinirlidir (86).
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Multi lokus sekans tipleme gibi sekans temelli tiplendirme yontemleri global fikir
birligi ve popiilarite kazanmasina ragmen yiiksek ayrim giicii ile PFGE-REAG
yaklasimi salgin arastirmalarinda hala yararli ve maliyet etkin goriiniir. MLST gibi
sekans temelli yontemler gii¢lii bir karakterizasyon sistemi oldugundan ve merkezi bir
veri tabaninda verilerin depolanma olanagindan dolay: tavsiye edilir. Bu biiyiik oranda
standardizasyonu ve global epidemiyoloji igin molekiiler tiplendirme verilerinin
uluslararasi paylasimimi kolaylastirir (87). Bu protokollerin uygulanmasi tiir veya sus

spesifik profillerin elde edilmesine izin vermektedir (87-89).
4.1.6 Epidemiyoloji ve Klinik Onem

Candida quilliermondii dogada genis sekilde dagilmaktadir. Topraktan,
bitkilerden, boceklerden, deniz suyundan ve islenmis Yiyeceklerden siklikla izole
edilmesinin yaninda insan deri ve mukozal yiizey mikroflorasinin bir tiyesidir. Bunlarin
yaninda firsatgr insan patojeni olarak, kan dolasimi enfeksiyonu gibi ciddi
enfeksiyonlarin etkeni olarak da bildirilmistir (1). M. guilliermondii, fenotipik
identifikasyon ile filogenetik olarak yakin iliskili oldugu tiirlerden tam olarak
ayrilamadigindan ekolojisi de bazi1 belirsizliklerle sonuglanmaktadir. Bu nedenle
suslarin molekiiler yontemlerle tanimlandigi bir ¢alismada, M. guilliermondii suslar

literatiirle uyumlu habitatlardan izole edilmistir (3).

Hastanede yatan hastalarda hastane kaynakli enfeksiyon nedeni olarak fungal
organizmalarin rolii oldukga artmistir. Ulusal Hastane Kaynakli Enfeksiyon Siirveyansi
(NNIS) verilerinde, Candida tiirleri hastane kaynakli fungal enfeksiyonlarin
%78.3’lintin, Torulopsis tiirleri %7.3’{intin ve Aspergillus tiirleri %1.3’{inlin sebebi
olarak bildirilmistir. C.albicans izole edilen fungal patojenlerin yaklasik %60’1n1, diger
Candida tiirleri %19’unu ve diger funguslar %21’ini olusturmustur. Hastane kaynakli
fungal enfeksiyonlar en siklikla iiriner yol enfeksiyonlari, cerrahi yara enfeksiyonlart,
pnomoni Ve kan dolasimi enfeksiyonu seklindedir. Candida tiirleri hastane kaynakli
fungemilerin en sik nedenidir (32, 90). Baska bir ¢alismada tiim hastane kaynakl
kandidal enfeksiyonlarin %58’ini kan dolasimi enfeksiyonu, %17’sini steril viicut
stvilart enfeksiyonu ve %]16’sinm1 yara enfeksiyonlari olusturmustur (91). Hastane
kaynaklt kan dolagimi enfeksiyonlarinin %5-9’undan Candida tiirlerinin sorumlu

oldugu belirtilmistir (92-94). Candida tiirleri 1990’larda hastane kaynakli kan dolagimi
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enfeksiyonlarmin 4. en sik nedeni iken giiniimiizde 3. en sik nedeni olarak
bildirilmektedir (95).

Kandidemiye neden olan Candida tiirleri arasinda non-albicans Candida
tirlerinin oran1 artis gostermektedir. Non-albicans Candida tiirleri tiim kandidemilerin
%10-65’ine neden olmaktadir. En yaygmn non-albicans Candida tiirleri C. parapsilosis,
C. tropicalis, C. krusei ve C. glabrata tiirleridir. Ancak C. lusitaniae ve C.

guilliermondii yeni ortaya ¢ikan iki tiir olarak karsimiza ¢ikmaktadir (22).

ARTEMIS DISK Antifungal Siirveyans Programi kapsaminda 2001-2003 yillar1
arasinda 127 tip merkezinden toplanan 75,761 Candida izolatinin 1029’unun (%1.4) C.
guilliermondii  oldugu bildirilmistir (26). Klinik maya izolatlar1 arasinda C.
guilliermondii’nin izolasyon sikliginin yaklasik %2 oldugu goriilmektedir. C.
guilliermondii biitiin kandidemilerin de yaklasik %2’sinden sorumludur (19-27, 29-31)
ancak italya, Brezilya ve Hindistan gibi belli cografik alanlarda bu oran sirasiyla %11.7,
%43 ve %85.4 olarak bildirilmistir (28, 40, 42). Ulkemizden bildirilen bir ¢calismada
2009 yilinda kan kiiltiirlerinden izole edilen 19 Candida izolati arasinda 3 C.
guilliermondii izolat1 tesbit edilmis ve C. guilliermondii’nin kandidemi izolatlarinin
%16’s1m1 olusturdugu bildirilmistir. Ayni ¢alismada 2010, 2011 ve 2012 yillarinda kan
kiiltiirlerinden bu tiiriin izolasyonu ger¢eklesmemistir (96). Bu sonuglarla C.
guilliermondii, tiim kandidemilerin yalnizca kiigiik bir yiizdesinden sorumlu, yeni
ortaya ¢ikan, nadir patojen olarak tanimlanmistir. Sonug olarak, C. guilliermondii

invaziv fungal enfeksiyonlarin nedeni olarak nadiren goriilmektedir (19-31).

Candida guilliermondii enfeksiyonlarmin g¢ogu kanser hastalarinda goriilen
fungemilerdir (20, 22, 28, 34-38) Pediatrik populasyonda da fungemiler ve fungemi
yalanci salginlar bildirilmistir (41, 30, 42). Cogunlukla patojen farz edilen bu maya
tirii birgok ¢aligmada kan kiiltiirtinden izole edilmekle birlikte diger steril viicut
stvilarindan, deri ve yumusak doku orneklerinden, idrardan, genital ve solunum yolu
orneklerinden ve tirnaktan da izole edilmistir (26, 38). Ayrica karin igi asit sivisindan ve

0zofajiyal biyopsiden izole edilmistir (33).

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. U¢ haftalik siiregte neonatal yogun
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bakim birimi infantlarinin (n:14) ve yenidogan birimi bebeklerinin (n:3) kanlarindan C.
guilliermondii izole edilmistir. Bir¢ok infant pozitif kan kiiltiirii tespiti nedeni ile ciddi
perinatal kosullarda giinlerce veya haftalarca hastanede yatirilmistir. Durumu Kritik iki
infant antifungal tedavi almistir. Ustelik infantlarin bazilarmin (n:7) kan 6rneklerinin
alindig1 giin dogdugu tesbit edilmistir. Bu durum yalanci salgin siiphesi dogurmus ve
yapilan siirveyans kiiltiirleri sonucunda kan alma islemi sirasinda kullanilan heparinin
sulandirildigr viallerden C. guilliermondii izole edilmistir. Sonugta bu durum,
infantlarda yalanci enfeksiyonun belirlenebilmesinin  gii¢ligiinii, salgin siipheli
durumlarda yapilacak arastirma ve miidahalelerin 6nemini, mayanin deri florasinda
saprofit olarak bulundugunu ve patojen olmadig1 disiiniilerek bu tiire kars1 koruyucu

onlemlerin alinmamasinin dogurdugu sonuglara dikkat gekmistir (41).

Brezilya’daki bir iniversite hastanesinde C. guilliermondii’nin ¢evresel
yayilimina dikkat ¢eken bir fungemi "yalanci salgini" tanimlanmistir. Bu maya tiiri
sistemik enfeksiyon bulgular1 olmaksizin, ¢ogunlukla pediatri hastalar1 olmak iizere
hastanenin farkli boliimlerindeki hastalarin kan orneklerinde tespit edilmis; ayn1 maya
tiirti hemsirelerin deri ve tirnaklarinin yani sira gevresel yiizeylerden de izole edilmistir.
Izole edilen tiim suslar molekiiler epidemiyolojik agidan incelendiginde hasta izolati
olmayan izolatlarin bazilari, hastalardan birinin izolati ile genotipik olarak yakin iliskili
tesbit edilmistir. Bu durum o6rnek toplama islemi sirasinda yapilan hatalarin hasta
orneklerinin kontaminasyonuna neden oldugunu gostermistir. Bu ¢alismada bir yillik bir

zaman araliginda kan 6rneklerinin %43’iinden C. guilliermondii izole edilmistir (40).

Hindistan’dan bildirilen baska bir ¢alismada, pediatrik popiilasyondan baska bir
fungemi yalanci salgini bildirilmistir. Neonatal yogun bakim {initesinde 22 haftalik
sliregte alinan kan kiiltiirlerinin 43 (%47.7)’tinden Candida izole edilmisir. Bu Candida
izolatlarmin 41 (%85.4)’i C. guilliermondii olarak tanimlanmistir. Kan kiiltiirlerinde C.
guilliermondii tireyen hastalarda fungemi belirtileri gézlenmemis ve biitiin hastalar
antifungal tedavi almaksizin iyilesmistir. Bu durum C. guilliermondii fungemilerinin
yalanct salgin oldugu seklinde yorumlanmistir. Yalanct salgin etkeninin kaynagini
saptamak amaciyla yapilan siiryeyans kiiltiirlerinde bazi saglik ¢alisanlarinin el ve

tirnaklart ile intravendz setlerden bu tiir izole edilmistir. Hastalar arasindaki bulasin
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muktemelen uygunsuz hijyen kosullarindan, yetersiz el yikama ve hastadan hastaya

gegislerde eldiven degistirmemekten kaynaklandigi disiiniilmiistiir (42).

Candida guilliermondii’nin neden oldugu baska hastane kaynakli salginlar da
bildirilmistir. italya’da iki hastalik siirecte, 5 cerrahi hastasinda C. guilliermondii’nin
neden oldugu fungemi tespit edilmistir. Tiim hastalar vaskiiler kataterin uzaklastiriimasi
ve flukonazol ile basarili sekilde tedavi edilmistir. Klinik veya g¢evresel bir salgin
kaynagi tanimlanmamistir. Ancak izolatlarin ortak bir RAPD paternini paylastigi
belirlenmistir. Hastane kaynakli bulas, enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin gii¢clendirilmesi

ile durdurulmustur (39).

ftalya’da 22 yillhik zaman araligmin degerlendirildigi bir c¢alismada, C.
guilliermondii 243 kandidemi epizotunun 29 (%11.7)’undan izole edilmistir. izolatlarin
genotiplendirmesinin RAPD analizini ile yapildigi c¢alismada ortak bir enfeksiyon

kaynagi tesbit edilmemistir (28).

Candida guilliermondii’nin nadiren kutanéz ve subkutantz enfeksiyonlara neden
oldugu bildirilmistir (2). Amfoterisin B tedavisine ragmen o6len bir hastada C.
guilliermondii’nin etken oldugu dissemine kandidiyazis vakasi bildirilmistir. Sus
amfotersisin B’ye in vitro olarak da direngli bulunmustur (97). C. guilliermondii ve iki
oral bakteri tiirtiniin tanimlandig1 polimikrobiyal enfeksiyondan kaynakli dento-alveolar
apse vakasi bildirilmistir. Daha 6nce Candida kaynakli bir odontojenik apse vakasi
bildirilmistir (58). Aplastik anemili bir hastada yiiksek doz amfoterisin B tedavisine
ragmen gelisen pirilan perikarditis iliskili dissemine C. guilliermondii vakasi
bildirilmistir (98). Amfoterisin B ve flukonozal tedavisine ragmen gelismis C.

guillermondii’nin etken oldugu kristalin keratopati bildirilmistir (99).

Candida guilliermondii’nin etken oldugu, parmakta osteomiyelit vakasi rapor
edilmistir. Ustelik bu sus flukonazol direncli bulunmustur. Enfeksiyon uzatilmis
flukonazol tedavisine yanit vermemis ve sonugta etkilenen parmagm amputasyonuna
gerek duyulmustur. Enfekte kemikten elde edilen C. guilliermondii izolat1 flukonazol ve
itrakonazol direngli tesbit edilmistir (100). C. guilliermondii, yapilan ¢ok merkezli bir
calismada C. parapsilosis ve C. albicans’dan sonra onikomikoz enfeksiyonlarindan en
siklikla izole edilen maya tiirii olmustur. C. guilliermondii tiim onikomikoz etkenlerinin

%2.3’inii olugturmustur (101).
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Candida guilliermondii, gingivitis ve periodontitis goriilen bagisik yetmezligi
olmayan bireylerin subgingival biyofilm 6rneklerinde C. albicans ve C. parapsilosis, C.
dubliniensis ve C. tropicalis ile birlikte en sik izole edilen maya tiirleri arasinda tesbit
edilmistir. Ustelik yalmzca C. dubliniensis ve C. guilliermondii izolatlar1 azollere
direngli bildirilmistir (29).

Eklemin primer Candida enfeksiyonu ile ilgili yalnizca birkag¢ vaka bildirilmistir.
Genellikle cerrahi gibi travmatik islemler sirasinda fungusun kazara bulasi sonucu
olugsmaktadir ve hastalarda immunsiipresyon, malignensi ve madde bagimliligi gibi
predispozan faktorler rapor edilmistir. Ancak dejeneratif osteoartrit tanisi konan bir
hastada travmatik prosediir ve predispozon faktoér olmaksizin diz ekleminin primer C.

guilliermondii enfeksiyonu rapor edilmistir (102).

Candida guilliermondii ile iliskili klinik sendromlar Tablo 4’de goriilmektedir
(20-22, 26, 28, 29, 30, 32-35, 37-40, 58, 97, 100, 103).

Tablo 4. Candida guilliermondii iliskili klinik sendromlar

Kronik onikomikoz

Dental arag iligkili (subgingival biyofilmler) periodontitis
Hastane veya ev kaynakli kandidemi

Katater girigsinde seliilit

Akut osteomiyelit

Septik artrit

Endokardit

Cilt lezyonlar1

Coklu organ yetmezlikli dissemine kandidiyazis
Sessiz kandiditiri

Rekiirren vulvovajinal kandidiyazis

Dento-alveolar abse'
1 C. guilliermondii ’nin patojenik rolii tahmini (20-22, 26, 28, 29, 30, 32-35, 37-40, 58, 97, 100, 103)

Candida guilliermondii’nin neden oldugu enfeksiyonlarin risk faktorleri ve bu
enfeksiyonlara eslik eden tibbi durumlar Tablo 5’de rapor edilmistir (20-22, 26, 28, 29,
30, 32-35, 37-40, 58, 97, 100, 103).

25



Tablo 5. Candida guilliermondii enfeksiyonlarinin risk faktorleri ve eslik eden tibbi
durumlar

Solid tiimérler

Hematolojik kanserler

Graft versus host hastaligi (GvHD)

AIDS

Tedaviler [antibiyotikler, steroidler, antifungallerin uzun dénem kullanimi (¢ogunlukla flukonazol, amfoterisin
B, nistatin, kaspofungin), bagisiklik sistemini baskilayan tedavi, kemoterapi, allojenik kan kok hiicre
nakli, otolog kan kok hiicre nakili]

Bakteriyemi

Nétropeni

Damar ici kataterler ve dental araglar

Hasta veya hasta ile iliskili kisilerin vaskiiler katatere temasi

Total parenteral beslenme

Hastanede yatma, 6zellikle cerrahi ve neonatal yogun bakim birimlerinde yatma

Ayni organizma ile kolonizasyon

Hastadan hastaya bulas

Cerrahi

Sekonder pulmoner hipertansiyon

Supraventrikiiler aritmi

Kolesistektomi

Peritonal diyaliz

Prematiire olma

Short bowel sendromu

Gastrik iilser tedavisi iliskili alkalilesme®

I Tahmini risk faktorii (20-22, 26, 28, 29, 30, 32-35, 37-40, 58, 97, 100, 103)

Sistemik fungal enfeksiyonlarin bagisik yetmezligi olan konaklarda, o6zellikle
kanser hastalarinda siklikla olimciil oldugu bilinmektedir. Fungemili hastalarin
%29’unun ve diger patojenlerden kaynakli kan dolasimi enfeksiyonlu hastalarin
%17’sinin hastanede yatislar1 esnasinda oldiigii belirtilmistir (32). Avrupa Kanser
Arastirma ve Tedavi Organizasyonu (EORTC)’nun Invaziv Fungal Enfeksiyon Grup
(IFIG)’u tarafindan yapilan ¢ok merkezli prospektif calismada, degerlendirilen 249
kanser hastasinin 97 (%39)’sinin kandidemi baslangicindan sonra o6ldiigi tesbit
edilmistir. Hastalarin 21 (%8)’inde 6liimden direkt olarak kandidemi sorumlu tutulmus;
40 (%16) hastada ise fungal enfeksiyon 6liim nedeni (altta yatan primer hastalik, eslik
eden fungal olmayan enfeksiyon, hemoraji) ile iliskili disiiniilmistiir. Bu caligmada
kandidemi iliskili mortalite oran1 %24 bulunmustur. Bu yiizden kandideminin primer
veya sekonder olarak oliimlerin 2/3’tinde rol oynadigi goriilmektedir (21). Literatiirde
sozii gegcen C. guilliermondii fungemili 25 hasta degerlendirilerek; bu tiiriin 6liimle
sonuglanan sistemik fungal enfeksiyonlara neden olabildigi belirtilmistir. C.

guilliermondii’nin mortaliteye katkis1 (%16), C. albicans’in mortalitesinden (%40-60)
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diisiik bulunmustur (20). Klinik 6rneklerinden C. guilliermondii izole edilen 8 vakanin
bulundugu bir ¢alismada ise bu etkenin neden oldugu 6liim bildirilmemistir (33). C.
guilliermondii fungemili 47 hastanin degerlendirildigi baska bir ¢alismada ise mortalite

orani %45 olarak belirlenmistir (34).

Candida guilliermondii izolatlarinin cografik bolgelere gore dagilimi
degerlendirilmistir. ARTEMIS DISK Antifungal Siirveyans Programi’nin bir pargasi
olarak 2001-2003 yillar siiresince 127 tip merkezinden toplanan kinik Candida izolati
sayisinin  75.761 oldugu c¢alismada, toplam 1029 (%1.4) C. guilliermondii izolati
tanimlanmustir. Asya-Pasifik’den gelen Candida izolatlarinin 190 (%1.1)’1, Avrupa’dan
gelen Candida izolatlarinin 392 (%1.0)’si, Latin Amerika’dan gelen Candida
izolatlarmin 413 (%3.7)’4 ve Kuzey Amerika’dan gelen Candida izolatlarinin 34
(%0.6)’t C. guilliermondii olarak tanimlanmistir. C. guilliermondii en sik Latin

Amerika’dan gelen Candida izolatlar1 arasinda tesbit edilmistir (26).
4.1.7. Antifungal Duyarhlik ve Tedavi
4.1.7.1. Azoller

Candida  guilliermondii’de  flukonazol  duyarliligt C. albicans ile
karsilagtirildiginda (sirasiyla %75.2 ve %97.8) daha disiiktiir. Ancak C. guilliermondii
flukonazole C. glabrata (%81.7) ve C. krusei’den (%83.2) daha duyarlidir. Ayrica bu
tirde itrakonazol duyarliligi flukonazol duyarligindan daha diisiik tesbit edilmistir.
Flukonazol dermatoloji ve cerrahi servisleri hastalarinin 6rneklerinden elde edilen
izolatlara kars1 daha zayif aktiviteye sahiptir. Deri enfeksiyonlarmi tedavi etmede
kullanilan oral ve topikal azollerin sik kullanimi bu duruma katki saglamis olabilecegi
distintilmektedir. VVorikonazol C. guilliermondii’ye kars1 flukonazolden daha etkilidir.
Azoller arasindaki en etkili molekiil vorikonazol kabul edilmektedir. Suslarin ¢ogu pan-
azol duyarlihigi gostermektedir (22, 26, 28, 29, 34, 104-117).
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Tablo 6. Candida guilliermondii’nin antifungal duyarlilik oranlari

Flukonazol

Duyarlilik %75.2-94.11 (MIK < 8)

Doz bagimli duyarhilik %2.94 - 100 (MiK: 16-32)
Itrakonazol

Duyarlilik %10-94.1 (MIK < 0.125)

Doz bagimli duyarlilik %2.94 (MIK: 0.25 - 0.5)
Vorikonazol

Duyarlilik %91.2-100 (MiK < 1)

Doz bagimli duyarlilik %2.94 - 3.9 (MIK: 2)
Posakonazol

Duyarlilik %94-96 (MIK < 1)

Doz bagimli duyarlilik %0.0
Amfoterisin B

Duyarlilik %97-100 (MIK < 1)
Kaspofungin, anidulafungin ve mikafungin

Duyarlilik %33-100 (MiK < 2)
Flusitozin

Duyarlilik %86-100 (MIK < 4)

@)

Azollere c¢apraz direng bildirilmistir. Flukonazol ve itrakonazol direngli bir izolat,
flukonazol, itrakonazol ve vorikonazol direngli bir izolat, vorikonazol ve posakonazol
direngli ¢ izolat bildirilmistir (38, 100, 109, 117). Azol direncine efluks
pompalarindaki ve azollerin hedef enzimindeki (14 a-demetilaz) degisikliklerin neden

oldugu tahmin edilmektedir (1).
4.1.7.2. Polyenler

Bu maya tiirii (C. glabrata, C. krusei, C. lusitaniae ve C. rugosa ile birlikte)
polyenlere intrensik olarak diger Candida tiirlerinden daha az duyarli olmasina (polyen
toleran olarak ifade edilmistir) ragmen birgok C. guilliermondii susu amfoterisin B
duyarhigi gostermektedir (20, 22, 26, 28, 97, 110, 111, 113, 114, 118-122).

4.1.7.3. Ekinokandinler

Candida qguilliermondii’nin intrensik olarak ekinokandinlere disiik duyarlilik
gosterdigi bildirilmistir. Bu tiir C. parapsilosis ile birlikte en az ekinokandin duyarl
maya olarak etikenlenmistir. Ozellikle kaspofungin, anidulafungin ve mikafungin icin

MIK degerleri C. guilliermondii ve C. parapsilosis i¢in diger Candida tiirlerinden 2-100
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kat daha yiiksek olarak bilinmektedir. C. guilliermondii, C. parapsilosis’den daha
yiiksek MIK degerlerine sahiptir. Ancak ekinokandinler C. guilliermondii’ye karsi
nadiren test edilmistir (28, 37, 119, 123-125)

Dogal ve kazanilmig ekinokandin direnci bu tiirde yalnizca sporadik olarak
gbzlenmistir. Bir ekinokandin bilesigine diren¢ gézlendigi zaman bu antifungal sinifi
icinde ¢apraz reaksiyon beklenmektedir (28, 37, 109, 115, 117, 119, 126, 127).

Ekinokandinlerde yiiksek MIiK ile klinik sonuc¢ arasinda zayif Kkorelasyon
gdzlenmistir. Bu durum muhtemelen MIK’in altina diisen kan konsantrasyonlarinda bile
ekinokandinin renal devamliligindan kaynaklanmaktadir. Sonug olarak in vivo olarak in
vitro’dan daha fazla antifungal etki g6zlenebilir. Ancak okiiler ve merkezi sinir sistemi
enfeksiyonlar istisnadir. Ciinkii boyle dokularda yeterli serbest ilag diizeylerine hizli

ulagilamaz (1).

Amfoterisin B ve ekinokandinlerle tedavi edilen bagisik yetmezligi olan
konaklarda, bu ilaglara duyarlilig1 diisiik olarak bilinen mayalarla (C. guilliermondii’yi
de igeren) breakthrough fungemiler vuku bulabilir. Boyle tiirlerle kolonizasyon

durumunda alternatif bir antifungalle yerdegistirme onerilebilir (37).
4.1.7.4. Flusitozin

Candida guilliermondii’ye kars1 5-flusitozin aktivitesi ile ilgili olarak, izolatlarin

¢ogunun ilaca duyarl oldugunu belirten az sayida ¢alisma bulunmaktadir (39, 113).

Tedavi, duyarlilik testlerinin sonuglari ile en iyi sekilde yonlendirilmelidir. Birgok
non-albicans Candida tiri i¢in in vitro duyarlilik testleri ve yabanci cismin

uzaklastirilmasi tedavide birlikte uygulanmalidir (22).

4.1.8. Viriilans ve Patojenite Ozellikleri

Konak hiicreye invazyon, oncelikle penetrasyonu ve hiicre zarmin hasarini
gerektirir. Bu hasar Dbiiyik olasilikla fiziksel ve/veya enzimatik yoldan
gerceklesmektedir. Mantarlar, konagin hiicre zarlarinda islev bozukluguna sebep olarak
dokuda ilerlemelerine yani invazyona yardimci olan enzimler olusturmaktadirlar.
Zarlarin yapisinda bulunan temel bilesenler olan lipid ve proteinler bu enzimlerin

hedefidir. Mantarlarin salgiladigi ve patogenezle iliskili oldugu diistiniilen enzimler,
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peptid baglarin1  hidrolizleyen proteinazlar ve fosfogliseridleri hidrolizleyen
fosfolipazlar ile lizofosfogliseridleri hidrolizleyen lizofosfolipazlar olmak iizere iki ana
grupta toplanmaktadir (44, 45).

4.1.8.1. Salg1 Aspartik Proteaz Enziminin Genel Ozellikleri

Candida proteaz enzimi igin asit proteaz, karboksil proteaz, aspartik proteaz gibi
farkli adlandirmalar kullanilmistir. Salgi aspartik proteaz giintimiizde kabul goéren
adlandirmadir (44, 45). Candida cinsinin hidrolitik enzimleri arasinda en iyi
tamimlanmig olan salg1 aspartik proteaz (Sap) enzimidir (128). Blank ve ark.’lar1 1957
yilinda Candida tiirlerinin iremek igin nitrojen kaynagi olarak keratinden
yararlanabilme yetenegine sahip oldugunu kesfetmislerdir. Bu bulgu hiicre disi
proteolitik aktivite olasiligim diisiindiirmiistiir (129). ilk kez Staib, 1965 yilinda C.
albicans suslarinda Sap tretimini tesbit etmistir. C. albicans ve diger baz1 Candida
tirleri, tek nitrojen kaynagi olarak protein igeren besiyerlerinde ¢ogaldiklarinda proteaz
salgilarlar. Sap enziminin sentezlendikten hemen sonra hiicre disina salindigi
gosterilmistir (45). Candida aspartik proteaz aktivitesi asit pH’da ger¢eklesmektedir
(47, 48).

Salg1 aspartik proteaz’in genis bir substrat 6zgiilliigiine sahip oldugu goriilmistiir.
Candida proteazinin albiimin, hemoglobin, kazein, keratin, kollajen, laktoferrin,
laktoperoksidaz ve musini pargaladigi in vitro calismalarla tespit edilmistir. Hiicre
disina salinan enzimin aktivitesi, bu proteinlerin bulundugu basit agar besiyerlerinde,
triklor-asetik asit gibi ¢oziiciilerde ¢ozlinebilir iriinlerin dl¢iimiine dayanan yontemler
ile saptanabilmektedir (47, 48, 131-133).

Enzim glikoprotein yapisindadir. Enzimin en giiglii ve 6zgiil olarak, bir karboksil
peptidaz inhibitorii olan pepstatin tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir (132).

C. albicans, C. tropicalis ve C. parapsilosis aspartik proteazlarmin molekiiler
agirhgr farkhidir ancak antijenik o6zellikleri benzerdir. Biyokimyasal farkliliklar
gosterebilen bu izoenzimler, patolojik aktiviteleri agisindan fark gostermemektedir
(134).
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4.1.8.2. Salg1 Aspartik Proteaz Enziminin Viriilans Ozellikleri

Salg1 aspartik proteaz enziminin viriilans faktorii olarak degerlendirildigi
caligmalar genellikle C. albicans suslarinda yapilmistir. En fazla C. albicans’da olmak
tizere, daha az derecede C. tropicalis’de, orta derecede C. parapsilosis suslarinda olmak
tizere yalnizca en patojen Candida tiirleri tarafindan salgilanmaktadir. Klinikle iliskili
diger Candida tiirleri, hiicre dis1 proteaz iiretmiyor gibi goriinmektedir. Bu durum

Candida tiirlerinin viriilans siralamasina yansimaktadir (45).

Proteaz pozitif suslar farelerde 6ldiiriicii olurken, proteaz negatif suslarin 6ldiiriicii
olmadig tesbit edilmistir (135). Baska bir ¢alismada, yalnizca proteaz iireten C.
albicans suslarmin civciv koryoallantoik membranina invazyon yaptiklari gosterilmistir.
Konak dokusunda Candida proteazinin varligi ve kandidozlu hastalarin serumlarinda
aspartik proteaza karsi yiiksek titrede 6zgiil antikorlar saptanmistir. Bu bulgu, enzimin
in vivo salgilandigim1 ve Candida enfeksiyonunun patogenezinde énemli rolii oldugunu
kuvvetle desteklemektedir. Yapilan ¢alismalarin gogunun sonuglari hiicre disi proteazin
Candida suslarmin viriilans ve patojenite derecesinde onemli bir faktor oldugunu
gostermistir (136). Bir diger caligmada proteolitik aktivitenin miktar1 ile C. albicans

suglarinin invazivligi arasinda korelasyon kurulamamistir (101).

Candida parapsilosis’in deri ve kan izolatlarinin karsilastirildigi bir ¢alismada,
kutandz izolatlarin hepsinin Sap aktivitesi gosterdigi, kan izolatlarinin ise bir kisminin
Sap aktivitesi gosterdigi; deri izolatlarinin enzim aktivitesinin 4 kat daha yiiksek oldugu
saptanmistir. (137). Candida vajinitli HIV+ kadinlarin, HIV+ Candida tasiyicis1 ve
HIV- Candida vajinitli kadinlardan anlamli derecede daha yiiksek Sap diizeyi gosteren
suslarla enfekte olduklar1 bildirilmistir (138).

Test edilen Candida proteazlarmin ¢ogunun IgG’yi ve mukoz membranlarin
major Ig’i olan salgisal IgA’y1 pargaladig: belirlenmistir. Ayrica aspartik proteaz iireten
C. albicans suslarinin, iiretmeyen suslara oranla daha zor fagosite oldugu gézlenmistir
(136).

Candida guilliermondii’nin SAP gen ailesine sahip oldugu bilinmesine ragmen

(46) C. guilliermondii izolatlarinda salgi aspartik proteaz aktivitesi calismalari, az
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sayida izolat ile yapilmis birkag caligmadan ibarettir. Bu calismalar ile tiire ait
izolatlarda enzim aktivitesi saptanamamis ya da diistik diizeyde saptanmustir (6, 47-49).

4.1.9. Biyoteknolojik Uygulamalar
4.1.9.1. Riboflavin

Riboflavin (RF, B, vitamini) kullanim ¢esitliligi ile énemli bir biyoteknolojik
irtindiir. Yaygin sekilde gida katkis1 olarak kullanilmasinin yaninda ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde ila¢ olarak ve baz1 igeceklerde renklendirici (sar1 renk) olarak
kullanilmaktadir (139).

Candida guilliermondii, RF iiretimi i¢in model organizmadir (139-142). C.
guilliermondii’nin demir sinirlandirmasi altinda asir1 RF iiretme yetenegi ilk olarak
1945’de tamimlanmustir. Bu tarihten itiberen ayni 6zellik "flavinojenik mayalar” olarak
bilinen baska maya tiirlerinde de tamimlanmustir (143, 144). Demir smirlandirmasi
altinda RF atilimi, ¢dziinmeyen Fe™iin daha ¢oziinir Fe*®’ye enzimatik olmayan
indirgenme reaksiyonunda rol oynar ve bu sekilde hiicreler ilave bir demir kaynagi
saglar (139).

4.1.9.2. Ksilitol

Ksilitol 6zellikle sekerlerde, sakiz ve dis macununda tatlandirici olarak
kullanilmaktadir. Ksilitol tat olarak sukrozla aymidir. C. guilliermondii ksiloz’un
ksilitol’e biyolojik doniisiimii i¢in en etkili organizmalardan biri olarak goriilmektedir.
Farkli kaynaklardan elde edilen C. guilliermondii suslari, sustan susa oldukca
degismekle birlikte yiiksek miktarda ksilitol {riinii olusturmaktadir. Bazi C.
guilliermondii suslar1 es zamanli olarak hem ksilitol hem de RF iretmektedir. Ksilitol
geleneksel olarak hus agaci odunundan kimyasal bir islem ile iiretilmektedir ve kismen
pahalidir. Biyolojik donisim isleminin daha ekonomik bir alternatif sunabilecegi
belirtilmektedir (145-148).

4.1.9.3. Endiistriyel Enzimler

Candida guilliermondii endiistriyel olarak 6nemli enzimlerin umut vaad eden

iireticisi konumundadir. Iniilinaz’in en aktif iireticilerindir (149-151). iniilinaz, iniilin’i
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fruktoz  surubuna, sonrasinda ise  biyoetanol ve iniilo-oligosakkaritlere
doniistiiriilebilmektedir (152).

Candida guilliermondii amilaz iretmektedir. Belli kosullar altinda atiklardan
etanol sentezleyebilmektedir (153). C. guilliermondii ve S. cerevisae’nin protoplast
fiizyonu ile elde edilen hibrid, ksiloz ve selobiyoz’u etanole fermante edebilir (154). C.
guilliermondii’nin baz1 dogal izolatlar1 ramnosidaz enziminin zengin bir kaynagidir. Bu
enzim ramnoz iretiminde ve sarap yapimi sirasinda iiziim islemede kullanilmaktadir
(155, 156). C. guilliermondii izolatlar1 tarafindan nitrilaz (157) ve fitaz (158) gibi

endiistriyel olarak 6nemli baska enzimlerin de tiretildigi rapor edilmektedir.
4.1.9.4 Bitki Patojenlerinin Biyolojik Kontrolii

Candida guilliermondii izolatlarinin bazilari, sebze ve meyvelerin depolanma
sirasinda bozulmalarina neden olan hasat sonrasi mantar hastaliklarinin biyolojik
kontroliinde (bitki hastaliklarini baskilamak i¢in mikrobiyal antogonistlerin kullanimi)
onemli bir potansiyel gostermektedir. Hasat sonrasi bozulma biiyiik bir ekonomik
o6neme sahiptir. Clinkii hasatlanmis sebze ve meyvalarin %20-25’idir. Bu maya aracili
biyolojik kontrol, fungisid muamelesine alternatif potansiyel teknik olarak ortaya
¢ikmaktadir (159-161).

Candida guilliermondii’nin biyolojik kontrol ajani olarak kullanimi ilk kez
1991°de tanimlanmustir (162). C. guilliermondii, hasat sonrasi meyve ¢iiriitiicii Botrytis
cinerea ve Penicillium expansum mantarlarindan elmalar1 korumak igin kullanilmustir.
O giinden bu yana gesitli suslar izole edilmis ve ¢ok sayida bitki patojeninin neden
oldugu hasat sonrasi hastaliklardan korunmak igin hasatlanmis ¢esitli iiriinlere yapay
olarak uygulanmigtir. C. guilliermondii domates kok-ur nematodu Meloidogyne

incognita’e oldiirticii etkiye sahiptir (163).

Candida guilliermondii’nin besin yaris1 yolu ile patojenik mantarlari kontrol ettigi
distiniilmektedir. C. guilliermondii antagonizmi, diger antagonist mayalarda gozlenen
patojenik mantarlara kars1 oldiiriicii toksin iiretimini kapsamaz (164). C. guilliermondii
bazi bitkilerde (domates ve yeni diinyada) bitki savunma enzimlerinde aktivasyon ile
hastalik direncine neden olmaktadir (165, 166).

33



4.1.9.5. Biyoremidasyon

Tek karbon ve enerji kaynag1 olarak alkan’larda ¢ogalabilen oldukga nadir bir
maya tiridir. Bu nedenle hidrokarbon Kirleticilerin pargalanmasi igin kullanilabilir
(167). Asit hidrolizi ile elde edilen hemiseliilozik hidrolizat1 bile enerji kaynag:1 olarak
kullanabilme yetenegindedir (168, 169, 146). Biyoyakit (170) ve aroma (171) iiretimi
acisindan potansiyel kabul edilmektedir. Krom iyonlarina oldukga direnglidir (172,
173).

Tablo 7. Cesitli CTG Klad tiirleri i¢in Klinik 6nem, biyoteknolojik uygulama, biyolojik
kontrol potansiyeli, genom sekansi ve molekiiler arag bilgileri

Klinik Biyoteknolojik Biyolojik ~ Genom  Molekiiler

Tir Oonem uygulama kontrol sekansi araglar
Candida albicans ++++ - - Mevcut? +H++
Candida parapsilosis +++ + - Mevcut? +++
Candida tropicalis +++ ++ - Mevcut? ++
Candida dubliniensis ++ - - Mevcut? ++
Candida lusitaniae ++ - - Mevcut® +
Candida guilliermondii ++ +++ +++ Mevcut? +++
Candida famata + +++ + Mevcut® ++
Candida rugosa + ++ - - +
Lodderomyces elongisporus + - - Mevcut? +
Scheffersomyces stipitis - ++++ - Mevcut® +++
Candida maltosa - ++ + - ++
Candida oleophila - - ++++ - +

* http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/candida_group/MultiHome.html
® http://www.genome.jp/kegg/genome.html (57)

Cesitli CTG klad tiirleri i¢in klinik 6nem, biyoteknolojik uygulama, biyolojik

kontrol potansiyeli, genom sekansi ve molekiiler arag bilgilerinin karsilagtiritlmasi Tablo
7°de goriilmektedir (57).
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Gereg
5.1.1. Cahsma Grubu izolatlar

Bu calismada, Karadeniz Teknik iiniversitesi (KTU) Tip Fakiiltesi Farabi
Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Hasta Hizmetleri Laboratuvari'na Ocak
2006-Aralik 2012 tarihleri arasindaki 7 yil siiresince gonderilen 119 hastaya ait farkli
orneklerden (Klinik ve siirveyans) izole edilen toplam 136 Meyerozyma guilliermondii

izolat1 kullanildi.

Her hastanin Klinik o6rneklerinden ilk izole edilen M. guilliermondii izolati
calisilmaya katildi. Ayni hastaya ait ardisik 6rneklerden >4 hafta araliklarla izole edilen
izolatlar farkli fungemi epizotlarina ait kabul edilerek (174) her epizotu temsil eden bir

izolat caligmaya dahil edildi.
Meyerozyma guilliermondii ¢alisma grubu izolatlarimin hasta no, izolat kodu,

izolasyon tarihi, 6rnek tipi, 6rnegin gonderildigi servis bilgileri Tablo 8'de belirtildi.

Tablo 8. Meyerozyma guilliermondii ¢alisma grubu izolatlarinin izolasyon tarihi, 6rnek
tipi ve servis bilgileri

Hasta no izolat kodu Izolasyon tarihi Ornek tipi Ornegin gonderildigi servis
1 C-579 12.07.2006 Kan Pediatrik Hematoloji Servisi
2 C-569 28.07.2006 Kan Yenidogan Yogun Bakim Servisi
3 C-610 21.08.2006 Kan Dahiliye Onkoloji Servisi
4 C-650 31.01.2007 Kan Pediatri Sut Cocugu Servisi
5 C-749 15.11.2007 Kan Yenidogan Yogun Bakim Servisi
6 C-787 26.04.2008 Kan Pediatrik Hematoloji Onkoloji Servisi
7 C-840 28.12.2008 Kan Dahiliye Onkoloji Servisi
8 C-875 26.05.2009 Kan Pediatri Sut Cocugu Servisi
9 C-873 11.06.2009 Kan Pediatri Sut Cocugu Servisi
10 C-878 27.07.2009 Kan Dahiliye Yogun Bakim Servisi
11 Cc-877 27.07.2009 Kan Yenidogan Yogun Bakim Servisi
12 C-876 29.07.2009 Kan Yenidogan Yogun Bakim Servisi
13 C-919 14.08.2009 Kan Pediatri Siit Cocugu Servisi
14 C-918 16.08.2009 Kan Kardiyoloji Servisi
15 C-921 17.08.2009 Kan Gogilis Hastaliklart Servisi
16 C-922 27.08.2009 Kan Pediatrik Cerrahi Servisi
17 C-890 31.08.2009 Kan Anestezi Yogun Bakim Servisi
18 C-914 01.09.2009 Kan Anestezi Yogun Bakim Servisi
19 C-892 18.09.2009 Kan Pediatrik Hematoloji Onkoloji Servisi
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20
21
22
23
24
25

26

27
28
29

30

31

32

33

34
35
36

37

38
39
40
41
42
43

44

45
46
47
48
49

50

51
52
53

C-897
C-888
C-899
C-906
C-909
C-910

C-903
C-925
C-942

C-907
C-895
C-898

C-891
C-886
C-1010

C-894
C-927

C-904

C-908
C-887

C-1018
C-979
C-995

C-938
C-926

C-953
C-949
C-960
C-962
C-954
C-928

C-945
C-1020

C-931
C-1017
C-929
C-961
C-988

C-935
C-924
C-976

C-969
C-940
C-939

25.09.2009
28.09.2009
28.09.2009
28.09.2009
30.09.2009
01.10.2009

06.10.2009
03.11.2009
09.11.2009

08.10.2009
08.10.2009
08.10.2009

11.10.2009
21.10.2009
03.11.2009

13.10.2009
13.10.2009

13.10.2009

17.10.2009
21.10.2009

26.10.2009
26.10.2009
27.10.2009

27.10.2009
03.11.2009

28.10.2009
29.10.2009
30.10.2009
01.11.2009
02.11.2009
02.11.2009

02.11.2009
13.12.2009

04.11.2009
04.11.2009
05.11.2009
08.11.2009
09.11.2009

03.11.2009
11.11.2009
11.11.2009

13.11.2009
17.11.2009
17.11.2009

Katater kani
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan

Kan

TPN* soliisyonu
Kan

Kan
Kan
Kan

Kan
TPN soliisyonu
TPN soliisyonu

Kan
TPN soliisyonu

Kan

Kan
TPN soliisyonu

Kan
Kan
Kan

Kan
TPN soliisyonu

Kan
Kan
Katater kani
Kan
Kan
Kan

Kan
Kan

Kan
Kan
Kan
Kan
Kan

TPN soliisyonu
Kan
TPN soliisyonu

Katater kani
Kan

Kan

Kardiyoloji Servisi

Yenidogan Yogun Bakim Servisi

Gogiis Hastaliklar1 Yogun Bakim Servisi
Dahiliye Onkoloji Servisi

Pediatrik Hematoloji Onkoloji Servisi

Yenidogan Yogun Bakim Servisi

Yenidogan Yogun Bakim Servisi

Dahiliye Onkoloji Servisi
Dahiliye Servisi

Dahiliye Gastroenteroloji Servisi

Yenidogan Yogun Bakim Servisi

Yenidogan Yogun Bakim Servisi
Noroloji Servisi
Yenidogan Yogun Bakim Servisi

Dahiliye Servisi
Enfeksiyon Servisi

Dahiliye Onkoloji Servisi
Yenidogan Yogun Bakim Servisi

Dahiliye Onkoloji Servisi

Yenidogan Yogun Bakim Servisi
Anestezi Yogun Bakim Servisi
Pediatrik Hematoloji Onkoloji Servisi
Dahiliye Nefroloji Servisi

Dahiliye Yogun Bakim Servisi
Norosirurji Yogun Bakim Servisi

Dahiliye Yogun Bakim Servisi
Pediatrik Hematoloji Servisi
Yenidogan Yogun Bakim Servisi
Noroloji Servisi

Yenidogan Yogun Bakim Servisi

Yenidogan Yogun Bakim Servisi

Anestezi Yogun Bakim Servisi
Kardiyoloji Servisi

Pediatrik Hematoloji Servisi
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54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75

76

77
78
79
80
81
82
83
84

85

86

87

88

89
90

C-955
C-959
C-991
C-987

C-1015

C-1023
C-992
C-975
C-968
C-934
C-944

C-1013
C-999

C-1000
C-990

C-1029
C-974
C-983

C-1033

C-1026

C-1028

C-1045

C-1051
C-1086

C-1048
C-1082
C-1084
C-1081
C-1105
C-1132
C-1206
C-1148

C-1149
C-1254

C-1153
C-1162

C-1147

C-1165
C-1164

C-1171
C-1151

18.11.2009
18.11.2009
22.11.2009
27.11.2009
29.11.2009
29.11.2009
29.11.2009
29.11.2009
29.11.2009
01.12.2009
01.12.2009
09.12.2009
10.12.2009
13.12.2009
15.12.2009
16.12.2009
17.12.2009
17.12.2009
17.12.2009
21.12.2009
07.01.2010
25.01.2010

31.01.2010
12.04.2010

07.02.2010
01.03.2010
04.03.2010
05.03.2010
15.11.2010
30.07.2011
10.10.2011
08.11.2011

19.11.2011
03.02.2012

21.11.2011
29.11.2011

22.11.2011

24.11.2011
29.11.2011

24.11.2011
24.11.2011

Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Katater kan1
Kan
Kan

Kan
Kan

Kan
Kan
Kan
Kemik iligi
Kan
Trakea aspirasyonu
Katater kan1
Kan

Kan
Port kani

Kan
Rektal siiriintii

Kan

Kan
Rektal siirtintii

Kan

Kan

Dahiliye Servisi

Kardiyoloji Servisi

Anestezi Yogun Bakim Servisi
Gogiis Hastaliklar1 Yogun Bakim Servisi
Kulak Burun Bogaz Servisi
Dahiliye Yogun Bakim Servisi
Dahiliye Servisi

Pediatrik Hematoloji Servisi
Pediatrik Hematoloji Onkoloji Servisi
Enfeksiyon Servisi

Dahiliye Servisi

Dahiliye Onkoloji Servisi
Dahiliye Onkoloji Servisi
Pediatrik Hematoloji Servisi
Pediatrik Cerrahi Servisi
Yenidogan Yogun Bakim Servisi
Genel Cerrahi Servisi

Noroloji Yogun Bakim Servisi
Pediatrik Cerrahi Servisi
Dahiliye Nefroloji Servisi
Noroloji Yogun Bakim Servisi

Kadin Dogum Servisi
Yanik Unitesi

Pediatri Siit Cocugu Servisi
Noroloji Servisi

Pediatri Enfeksiyon Servisi
Enfeksiyon Servisi

Dahiliye Yogun Bakim Servisi
Kulak Burun Bogaz Servisi
Dahiliye Yogun Bakim Servisi

Gogiis Hastaliklar1 Yogun bakim Servisi

Pediatri Yogun Bakim Servisi

Yenidogan Yogun Bakim Servisi
Yenidogan Yogun Bakim Servisi
Yenidogan Yogun Bakim Servisi

Dahiliye Yogun Bakim Servisi

Yenidogan Yogun Bakim Servisi
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91 c-1181 29.11.2011 Kan Yenidogan Yogun Bakim Servisi
C-1231 04.01.2012 Kan

92 C-1179 06.12.2011 Kan Gogiis Hastaliklar1 Servisi

93 C-1178 09.12.2011 Kan Pediatri Ad6lesan Servisi

94 C-1202 19.12.2011 Kan Pediatri Adolesan Servisi

95 C-1199 23.12.2011 Kan Dahiliye Onkoloji Servisi

96 C-1220 26.12.201 Katater kani Dahiliye Nefroloji Servisi

97 C-1218 28.12.2011 Kan Yenidogan Yogun Bakim Servisi

98 C-1215 31.12.2011 Kan Pediatrik Hematoloji Servisi

99 C-1216 31.12.2011 Kan Yenidogan Yogun Bakim Servisi

100 C-1213 02.01.2012 Kan Dahiliye Yogun Bakim Servisi

101 C-1227 03.01.2012 Kan Yenidogan Yogun Bakim Servisi

102 C-1224 04.01.2012 Kan Yenidogan Yogun Bakim Servisi

103 C-1226 06.01.2012 Kan Dahiliye Yogun Bakim Servisi

104 C-1225 08.01.2012 Kan Yenidogan Yogun Bakim Servisi

105 C-1229 10.01.2012 Kan Yenidogan Yogun Bakim Servisi

106 C-1222 12.01.2012 Kan Yenidogan Yogun Bakim Servisi

107 C-1236 17.01.2012 Ka? Yenidogan Yogun Bakim Servisi
C-1241 18.01.2012 TPN soliisyonu

108 C-1249 18.01.2012 Kan Yenidogan Yogun Bakim Servisi

109 C-1245 18.01.2012 TPN soliisyonu Yenidogan Yogun Bakim Servisi
C-1251 18.01.2012 Kan

110 C-1248 19.01.2012 TPN soliisyonu Yenidogan Yogun Bakim Servisi

111 C-1240 19.01.2012 Kan Dahiliye Yogun Bakim Servisi

112 C-1269 28.01.2012 Kan Yenidogan Yogun Bakim Servisi

113 C-1253 31.01.2012 Kan Yenidogan Yogun Bakim Servisi

114 C-1264 08.02.2012 Ka? Pediatri Yogun Bakim Servisi
C-1262 15.02.2012 TPN soliisyonu

115 C-1257 13.02.2012 Kan Yenidogan Yogun Bakim Servisi

116 C-1259 14.02.2012 Kan Noérosiruruji Yogun Bakim Servisi

117 C-1265 16.02.2012 TPN soliisyonu Yenidogan Yogun Bakim Servisi

118 C-1272 03.03.2012 Kan Dahiliye Endokrin Servisi

119 C-1300 26.09.2012 Katater kani Anestezi Yogun Bakim Servisi

*TPN: Total parenteral beslenme

Caligsmalara dahil edilen referans suslarin adlar1 ve farkli sus koleksiyonlarindaki
kodlar1 Tablo 9’da belirtildi.
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Tablo 9. Referans suslar ve sus koleksiyonlarindaki kodlari

Referans sus ad1 CBS kodu ATCC kodu NRRL kodu Diger

Candida guilliermondii CBS 566 ATCC 6260 NRRL Y-324 DSM 6381
JCM 1539

Pichia guilliermondii CBS 2030 ATCC 46036 NRRL Y-2075

Candida fermentati CBS 2022 - - JCM 2282

Candida carpophila CBS 5256 - NRRL Y-17905

Debaryomyces hansenii CBS 768 ATCC 10622 NRRL Y-1455

Candida famata CBS 1795 - NRRL Y-173 JCM 1521

Candida albicans - ATCC MYA-2876 - SC5314

Candida albicans CBS 6431 ATCC 10231 - DSM 1386

5.1.2. Arag ve Gerecler

Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali'na ait; etiv (Memmert B 50, Almanya;
Dedeoglu E 4032, Tiirkiye), simif Il biyogiivenlik kabini (Chemocell LRCX-UV,
Tiirkiye), -20 °C (BEKO D7210 SMF, Tiirkiye) ve -80 °C sogutucu (New Brunswic
Scientific U570 premium, ABD), 4 °C buzdolab1 (Argelik, Tiirkiye), pastor firini (niive
FN 500, Tirkiye), dikey model otoklav (Kermanlar, Tirkiye), CrystalSpec™
Nephelometer™ (Becton Dickinson, ABD), otomatik pipetler (Gilson, ABD),
calkalamali su banyosu (Memmert GFL 1086, Almanya; niive ST 402, Tiirkiye), pH
metre (Hanna HI 121, Romanya), manyetik karistiric: (yellow'™ MSC basic C, ABD),
vorteks (Heidolph Reax Top, Almanya), orbital karigtirict (Niive SL 350, Tirkiye),
santrifiij (Sigma 1-15, Almanya), buz makinesi (IceTech Myco CD904, ispanya), hassas
terazi (Shimadzu, Filipinler; Mettler toledo AB204-S, isvicre), mikrodalga firin (Vestel
MW-23, Cin), termal dongii cihazi (Techne TC-512, Ingiltere), elektroforez sistemi
(RunOne™ gii¢ kaynagi ve Embi Tec RunOne™ elektroforez tanki, ABD), elektroforez
tanki (Owl Scientific Easy-Cast™ mini jel elektroforez sistemi model B1A, ABD),
dijital giic kaynagi (Owl Separation Systems-Lightning Volt™ Power Supply model
OSP-300, ABD), CHEF DR IlI pulse field jel elektroforezi sistemi (BioRad, ABD),
VersaDoc™ Imaging Systems 4000 (Bio-Rad, ABD), UV transilliiminator (Cleaver
Scientific, MUV21-254/312, Ingiltere), distile su cihaz1 (Kros A.S. Krosclinic®,
Tiirkiye), deiyonize su cihazi (Barnstead Easypure UV/UF D8612-33, ABD), bunsen
beki, jel dokme tray’i, tarak ve manyetik bar kullanildi. Farkli hacimlerde cam
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erlenmayer, meziir, balon joje ve sise kullanildi. 50 mL'lik ve 15 mL'lik falkon tiipler,
1.5 mL'lik santrifiij tiipleri, 0.2 mL'lik PCR tiipleri (Greiner Bio-One GmbH, Almanya),
pipet ucu (10 pL, 100 pL, 1000 pL) sarf malzemeleri kullanildi. Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali’na ait genetik analizor 3130 (Applied Biosystems, ABD), termal dongii
cihaz1 9700 (Applied Biosystems, ABD) ve Gel Logic 2000 jel goriintiileme sistemi
(Kodak, ABD) kullanildi.

5.1.3. Kimyasallar

Sabouraud dextrose agar (Oxoid, Ingiltere), Yeast Extract (Merck, Almanya),
Bacto® dextrose (Difco, ABD), Bacteriological peptone (Oxoid, Ingiltere), Glycerol
(CsHgO3) (Riedel-de Haen, Almanya), Phosphate buffered saline (Dulbecco A)
tabletleri pH:7.3+0.2 (Oxoid, Ingiltere), Bacteriological agar (acumedia®, Maryland,
Oxoid, Ingiltere), Proponal-2 (CsHgO) (Sigma, ABD), Tris (C4H11NOs) (Amresco®,
ABD), Boric acid (H3BOs3) (Bio Basic, Kanada), EDTA disodium salt dihydrate
(C10H14N20gNa,.2H,0) (Bio Basic, Kanada), Hydrochloric acid (HCI) (Riedel-de Haen,
Almanya), D(+)-Glucose monohydrate (CsH12,06.H,0) (Merck, Almanya), D-Sorbitol
(CsH1406) (Sigma, ABD), Citric acid 1-hydrate [C(OH)(OOOH)(CH,.000H),.H,0]
(Surechem Products, Ingiltere), Sodium chloride (NaCl) (Merck, Almanya), Sodium
hydroxide (NaOH) (Merck, Almanya), Yeast Carbon Base (Himedia, Hindistan), tri-
Sodium citrate dihydrate (CgHsNazO7.2H,0) (Merck, Almanya), Calcium chloride
(CaCl,.2H,0) (Sigma, ABD), N-Lauroylsarcosine sodium salt (C;5H2sNO3Na) (Sigma,
ABD), Adenine hemisulfate salt (Sigma, ABD), Amido Black Stain (Napthalene Black
12B) (Hopkins&Williams Limited, Ingiltere), Acetic acid (CH3COOH) (Merck,
Almanya), Methanol (CH30OH) (Chromanorm® VWR™ BDH Prolabo, Ingiltere), 2-
Mercaptoethanol (C,HgOS) (Sigma, ABD), Agarose II™ low gelling temperature
(Amresco, ABD), Prona agarose plus (Conda Laboratuvarlari, Ispanya), Etidyum
bromiir (Merck, Almanya), Loading dye (Fermentas, ABD), Litikaz (Sigma, ABD),
Sephadex DNA Grade G-50 Medium (Sigma, ABD), Amplifikasyon seti (Promega,
ABD), dNTP seti (Dr. Zeydanli, Tirkiye), Primerler (ITS1 ve ITS4: Ella Biotech
GmbH, Almanya; LR13 ve SR21: Bio Basic, Kanada), 100-1500 bp DNA marker/mass
ladder (Bioron, Almanya), 50-10000 bp Hi-Lo DNA marker/mass ladder (Bionexus,
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ABD), 0.225-2.2 Mb S. cerevisiae DNA marker (BioRad, ABD), 50-800 kb Lambda
ladders (Promega, ABD) kullanildi.

5.1.4. Kitler

e API 20 C AUX (bio-Merieux, Fransa)

¢ High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, Almanya)

e NucleoSpin® Extract Il (Macherey-Nagel, Almanya)

¢ BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, ABD)
e Sensititre YeastOne (TREK Diagnostic Systems, ABD)

5.1.5. Soliisyonlar

5.1.5.1. Pulse Field Jel Elektroforezi Soliisyonlar:

Agikca belirtilmedikge, biitiin ¢6zeltiler ve besiyerler 121 °C’de 15 dakika

otoklavlandi ve oda sicakliginda saklandi.

YEPD (ade) broth: 1 g yeast ekstrat, 2 g pepton tartildi ve hacim distile su ile
9445 mL’ye tamamlanarak ¢oziildi. Kullanmadan once, %40 (w/v) dektroz
soliisyondan 5 mL, %1 (w/v) adenin’den 0.55 mL eklendi.

YEPD (ade) agar: 5 g yeast ekstrat, 10 g pepton, 10 g agar tartildi ve hacim distile
su ile 472.25 mL’ye tamamlanarak ¢oziildii. Otoklanlandiktan sonra 60 °C’ye kadar
sogutuldu. %40 (w/v) dekstroz soliisyonundan 25 mL, %1 (w/v) adenin’den 2.75 mL
eklendi. Her petrinin igine yaklagik 25 mL dokiildii.

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

tamamlanarak ¢ozuldii.

%1 (w/v) Adenin: 0.25 g Adenin hemisiilfat tartildi ve hacim 5 M HCI ile 25

mL’ye tamamlanarak ¢oziildi. Filtre ile steril edildi. 4 °C’de saklandi.

5M Hidroklorik asit (HCI): 10.42 mL %37 (=12 M) HCI &6lgiildi 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 ¢oziildii ve pH

8.0’e ayarlandi. Hacim deiyonize su ile 250 mL’ye tamamlandi.
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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 tamamlandi.

SCE soliisyonu: 9.11 g sorbitol, 1.47 g sodyum sitrat, 1.12 g disodyum EDTA
tartildi 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 tartild1 ve 200
mL deiyonize su eklendi. HCI ile pH 8.0’¢ 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 ¢oziildi.

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

mL’ye tamamlanarak ¢oziildi.

RNaz ¢oziicii: 25 uL Tris-HCI pH:7.5, 37.5 uL NaCl, 2437.5 uL deiyonize su
karigim1 hazirlandi. Kontaminan DNaz’lart yikmak i¢in 15 dk kaynatildi. Oda

sicakligina sogutuldu.

10 mg/ml RNaz A: Toz haldeki 25 mg RNaz, 2.5 mL RNaz ¢oziiciide ¢oziildii ve
tiiplere boliinerek -20 °C’de saklanda.

Proteinaz K ¢6zme soliisyonu: 0.029 g CaCl, 100 pL 1 M pH:8.0 Tris-HCI, 5 mL

gliserol, 5 mL deiyonize su karisimi hazirlandi. 4 °C’de saklandi.

100 mg/ml Proteinaz K soliisyonu: Toz halindeki 100 mg proteinaz K, 1 mL

proteinaz K ¢6zme soliisyonunda ¢6ziildii ve tiiplere boliinerek -20 °C’de saklandi.

%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 saklandi. Bu ¢6zeltiyi otoklavlamaya ihtiyac yok.

1X pH:8.0 Tris-EDTA (TE): 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 tamamlandi.
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Saklama soliisyonu: 45 mL 0.5 M pH:8.0 EDTA ile 5 mL 1 M pH:8.0 Tris-HCI
karigtirildi.

10X TBE: 109 g tris baz, 55.6 g borik asit, 3.72 g EDTA disodyum tuzu tartildi
ve 500 pL deiyonize suda ¢ozildi. HCI ile pH:8.3’e ayarlandi. Hacim deiyonize su ile

1 L’ye tamamlanda.

0.5X TBE: 150 mL 10X TBE o6l¢iildii ve hacim deiyonize su ile 3 L’ye

tamamlandi.

10 mg/ml Etidyum Bromiir (EtBr) stok soliisyonu: 100 mg EtBr tartild1 ve hacim

deiyonize su ile 10 mL’ye tamamlanarak ¢oziildii.

0.5 pg/ml EtBr soliisyonu: 15 pL 10 mg/ml EtBr stok soliisyonu 300 mL

deiyonize suya eklendi.
5.1.5.2. Salg1 Aspartik Proteaz Aktivitesi Soliisyonlar:

0.1 M Sitrik asit soliisyonu: 21.01 g sitrik asit monohidrat tartildi ve toplam hacim
1 L olacak sekilde deiyonize su ile ¢oziildii.

0.1 M Tri-sodyum sitrat soliisyonu: 29.41 g tri-sodyum sitrat dihidrat tartildi ve
toplam hacim 1 L olacak sekilde deiyonize su ile ¢oziildii.

Sitrik asit-sodyum sitrat buffer (pH:4.1, pH:4.6, pH:5.1): pH:4.1 sitrik asit-
sodyum sitrat buffer hazirlamak i¢in 56.5 mL 0.1 M sitrik asit ve 43.5 mL 0.1 M
trisodyum sitrat karistirildi. pH 4.6 sitrik asit-sodyum sitrat buffer hazirlamak i¢in 44.5
mL 0.1 M sitrik asit ve 55.5 mL 0.1 M trisodyum sitrat karistirildi. pH 5.1 sitrik asit-
sodyum sitrat buffer hazirlamak i¢in 32.75 mL 0.1 M sitrik asit ve 67.25 mL 0.1 M
trisodyum sitrat karistirildi (175).

Dekolarizasyon soliisyonu: Metanol, asetik asit ve distile sudan sirasiyla 45:10:45

oraninda hazirlandi.

%0.06 Amido black boya soliisyonu: 0.06 gr amido black boyasi, 100 mL

dekolarizasyon soliisyonu i¢inde ¢oziilerek hazirlandi.
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5.2. Yontem

5.2.1. Meyerozyma guilliermondii Izolatlarimin izolasyonu, identifikasyonu ve
Saklanmasi

Klinik 6rneklerden C. guilliermondii izolatlarinin izolasyonu, identifikasyonu ve
saklanmasi islemleri KTU Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Hasta Hizmetleri Laboratuvarinda gergeklestirildi. Hastanemiz
Kliniklerinden gelen kan inokiile edilmis kan kiiltiirii vasatlar1 otomotize sistem
kabinine yerlestirildi. Inkiibasyon siiresi i¢inde iireme sinyali veren siselerden gram
boyama icin preperat hazirlandi ve gram boyanan preperatlar immersiyon yag ile
100X objektif kullanilarak 1sik mikroskobunda incelendi. Gram pozitif (mor renk),
maya goriiniimiinde hiicreler gozlenen kan orneklerinden izolasyon amaci ile SDA
besiyerine inokiilasyon yapildi ve SDA besiyerleri 35 °C etiivde 24-48 saat inkiibe
edildi. Kan kiiltiirii vasatinda gonderilmeyen diger Kklinik ornekler direkt SDA’a
inokiile edildi. SDA besiyerinde iireyen kolonilerin maya goriiniimiinde olup olmadigi
tekrar mikroskobik olarak degerlendirildi. Maya gériiniimiine sahip kolonilere germ tiip
testi uyguland1 ve germ tiip pozitif olanlar C. albicans, olmayanlar ise "C. albicans
disindaki diger Candida tiirleri (non-albicans Candida)" olarak tanimlandi. Steril viicut
bolgelerine ait klinik 6rneklerden iiretilen maya kolonileri igin ileri identifikasyon
basamaklarina gecildi. Maya kolonilerinin tir diizeyinde identifikasyonu amaci ile
karbohidrat asimilasyonu temelli, ticari identifikasyon kiti olan APl 20 C AUX (bio -
Merieux, Fransa) iireticinin talimatlar1 dogrultusunda uygulandi ve iiretici tarafindan
saglanan apiweb™ identifikasyon yazilim1 kullanilarak degerlendirildi. C.
guilliermondii olarak identifiye edilen izolatlar %20 gliserolli YEPD saklama

besiyerine konularak -80 °C derin dondurucuda saklandi.
5.2.2. rDNA Tiim ITS Gen Boélgesinin Sekanslanmasi

Candida guilliermondii olarak identifiye edilen ve -80 °C’de saklanan maya
izolatlart SDA’a inokiile edildi. 24 saatlik inkiibasyondan sonra iireyen kiiltiirden tekrar
SDA’a tek koloni pasajlar1 yapildi ve 24 saatlik inkiibasyon sonunda izolatlarin DNA
izolasyonu "High Pure PCR Template Preparation Kit, Roche" kitine ait "Bakteri veya
Mayalardan Niikleik Asit izolasyonu" protokolii ile gergeklestirildi. izole edilen DNA

daha sonra kullanilmak tizere -20 °C’de saklanda.
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rDNA tim ITS gen bolgesinin amplifikasyonunda kullanilan primerler Tablo

10°da, amplifikasyonda kullanilan bilesenler ve miktarlar: ise Tablo 11°de belirtildi.

Tablo 10. rDNA tim ITS gen bolgesinin amplifikasyonda kullanilan primerler

Primer Sekans (5°-37)

Uriin uzunlugu (bp)

Kaynak

ITS1 (forward) TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS4 (reverse) TCCTCCGCTTATTGATATGC

607

176

Tablo 11. rDNA tiim ITS gen bolgesinin amplifikasyonunda kullanilan bilesenler ve

miktarlari

Bilesenler Stok Konsantrasyonu 1X Miktar (uL)
Taq Buffer (+KCI, -MgCly) 10X 5
dNTP karigim 2.5 mM 4
MgCl, 25 mM 3
Primer 1 (ITS1, forward) 10 pmol/pL 15
Primer 2 (ITS4, reverse) 10 pmol/pL 15
Tag DNA polimeraz 5U/uL 0.3
ddw 29.7
Toplam hacim 45
Template (Kalip DNA) 10 ng/pL 5
Toplam reaksiyon hacmi 50

Tablo 11'de gosterilen bilesenlerden hazirlanan karisim PCR tiiplerine 45 pL

hacimde boliindii ve 5 pL genomik DNA bu tiiplere eklendi. Hazirlanan karigim

otomatik termal dongii cihazina yerlestirildi ve Tablo 12’de belirtilen kosullarda

amplifikasyon gergeklestirildi.

Tablo 12. rDNA tiim ITS gen bolgesinin amplifikasyonu igin termal dongii cihazinin

kosullar1
Asama Sicaklik (°C) Stire (dK) Dongii sayist
Baslangi¢ denatiirasyonu 94 5 1
Denatiirasyon 94 1
Annealing 53 1 35
Extension 72 1
Final extension 72 7 1
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Polimeraz zincir reaksiyonu iirtinleri %2’lik agaroz jele 2 uL yiiklendi ve 0.5X
TBE tamponu igeren elektroforez tankinda elektroforez gergeklestirildi. Bir kuyucuga
100-1500bp DNA marker/mass ladder (Bioron, Almanya) yiiklendi. Elektroforez 80
volt’ta 10 dk, 100 volt’ta 30 dk scklinde uygulandi. Elektroferezi sonuglar1 jel
goriintiileme sistemi (Gel Logic 2000, Kodak, ABD) ile degerlendirildi.

Polimeraz zincir reaksiyonu tiriinleri, NucleoSpin® Extract 11 (Macherey-Nagel,
Almanya) Kkiti ile ireticinin 6nerdigi protokol dogrultusunda temizlendi. Temizleme
isleminden sonra PCR {iriinii %2’lik agaroz jelde 100 bp’lik DNA marker/mass ladder

ile elektroforez yapilarak bant kalinligi kontrol edildi.

Temizlenen PCR firiinleri dongiisel dizileme reaksiyonu i¢in kullanildi. Déngiisel
dizileme reaksiyonunda 1TS4 (reverse) primeri ve BigDye® Terminatér v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) kullanilarak Tablo 13’de belirtilen karisim

hazirlandi.

Tablo 13. DNA sekans reaksiyonda kullnailan bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Stok konsantrasyonu 1X Miktar (uL)
BigDye reaksiyon karigimi 2.5X 1
Sekanslama buffer’ 5X 1.5
Primer (ITS4, Reverse) 10 pmol/pL 0.5

PCR {irlinii 0.5

ddw 6.5
Toplam reaksiyon hacmi 10

Dongiisel dizileme reaksiyonu, Applied Biosystems 9700 termal dongii cihazinda
(Applied Biosystems, ABD) Tablo 14’de belirtilen kosullarda gerceklestirildi.

Tablo 14. DNA sekans reaksiyonu igin termal déngii cihazinin kosullari

Asama Sicaklik (°C) Siire (sn) Dongii sayist
Baslangi¢ denatiirasyonu 96 60 1
Denatiirasyon 96 15

Annealing 50 15 25
Extension 60 120
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Sephadex G-50 stogu hazirlamak i¢in 1.5 gr sephadex G-50 iizerine 20 mL
deiyonize su eklendi ve karistirildi. Kullanmadan o6nce 4 °C’de 30 dk bekletildi.
Hazirlanan sephadex G-50 stogundan her kolona 600 mL aktarildi. Sephadex igeren

kolonlar 750 g’de 2 dk santrifiijlenerek kullanima hazir hale getirildi.

Termal dongii cihazindan alinan dongiisel dizileme diriinleri sephadex G-50
kolonlarina aktarildi ve 750 g’de 5 dk santrifiijlendi. Bu sekilde temizlenen dongiisel
dizileme iiriiniine Genetik Analizor 3130 (Applied Biosystems, ABD) cihazinda kapiller
elektroforez iglemi uygulandi.

Elde edilen sekans verileri Chromas Lite 2.1 (Technelysium Pty Ltd) programu ile
Pubmed-Nucleotid (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) kaynagindan elde edilen
referans Candida guilliermondii ATCC 6260 susu 18S ribosomal RNA geni kismi
sekansi, internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA geni, internal transcribed
spacer 2 tam sckanst ve 28S ribosomal RNA geni kismi sekansi (accesion no:
AY939792) ile karsilastirilarak degerlendirildi. Tiim izolatlar i¢in elde edilen sekanslar
online Clustal Omega (EMBL-EBI, Hinxton, Cambridgeshire, Ingiltere) programi
kullanilarak birbirleriyle karsilastirildi.

Test edilen izolatin identifikasyonu, ITS sekansinin tip sus veya kontrol izolat ile
yiizde (%) benzerligi ile tanimlanmaktadir. Tanimlanmaya calisilan izolatin ITS sekansi
tip sus ITS sekansi ile >99 ayni ise izolat tip sus ile ayni tiir, %93-99 ayni ise ayni cins,

<%93 ayni ise sonugsuz olarak kabul edilmektedir (65).

5.2.3. rDNA Tiim IGS Gen Bolgesi PCR Uriinlerinin Alul Restriksiyon Fragmenti
Uzunluk Polimorfizmi
Ribozomal DNA tim IGS gen bolgesi PCR iiriinlerinin Alul restriksiyon
endoniikleaz enzimi restriksiyon fragmenti uzunluk polimorfizmi, C-840 izolati harig
calismaya dahil olan diger tiim izolatlara uygulandi. Candida guilliermondii CBS 566,
Pichia guilliermondii CBS 2030, Candida fermentati CBS 2022, Candida carpophila
CBS 5256, Debaryomyces hansenii CBS 768 ve Candida famata CBS 1795 referans

suslar1 da ¢alismanin bu asamasina dahil edildi (17).
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Calisma izolatlarindan rDNA ITS gen bdlgesi PCR firiinlerinin sekansi amaciyla
izole edilen genomik DNA, rDNA tiim IGS gen bolgesinin amplifikasyonunda da kalip

olarak kullanilda.

Ribozomal DNA tiim IGS gen boélgesinin amplifikasyonu amaci ile kullanilan
primerler Tablo 15°de, amplifikasyonun i¢in kullanilan bilesenler ve miktarlar1 Tablo
16°da belirtildi.

Tablo 15. rDNA tiim IGS gen boélgesinin amplifikasyonunda kullanilan primerler

Primerin adi Primer sekansi (5°-3”) Uriin uzunlugu (kb) Referans
LR13 (forward) CGATCTGCTGAGATTAAG 05 28 177
SR21 (reverse) CTTAATCTTTGAGACAAGC R

Tablo 16. rDNA tim IGS gen bolgesinin amplifikasyonunda kullanilan
bilesenler ve miktarlar1

Bilesenler Stok Konsantrasyonu 1X Miktar (uL)
GoTaq® Flexi Buffer 5X 10
dNTP karigim 2.5 mM 2
MgCl, 25 mM

Primer 1 (LR13, forward) 10 pmol/pL 0.5
Primer 2 (SR21, reverse) 10 pmol/pL 0.5
GoTaq® DNA polimeraz 5U/uL 0.3
ddw 23.7
Toplam hacim 40
Template (Kalip DNA) 5 ng/ul 10
Toplam reaksiyon hacmi 50

Hazirlanan amplifikasyon karisimi Tablo 17°de belirtilen kosullarda termal dongii

cthazina yerlestirildi.

Tablo 17. rDNA tiim IGS gen bdlgesinin amplifikasyonu igin termal dongii cihazinin

kosullar1
Asama Sicaklik (°C) Siire (dk) Dongii sayist
Baslangi¢ denatiirasyonu 94 4 1
Denatiirasyon 94 0.5
Annealing 48 0.5 35
Extension 72 4
Final extension 72 10 1
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Ribozomal DNA tiim IGS gen bdlgesi PCR iiriinleri %0.7’1lik agaroz jelde 50-
10000 bp Hi-Lo DNA marker/mass ladder (Bionexus, ABD) kullanilarak 25 V’da 10
dk, 50V°da 30 dk elektroforez yapildi ve goriintiilendi.

Ribozomal DNA tim IGS gen bolgesi PCR iiriinlerinin Alul restriksiyon
endoniikleaz enzimi ile kesimi i¢in Tablo 18’de belirtilen reaksiyon karisim hazirlandi
ve 37 °C su banyosunda 90 dk inkiibe edildi.

Tablo 18. rDNA tiim IGS gen bolgesi PCR tiriintin Alul ile kesim reaksiyonu bilesenleri
ve miktarlar

Bilesenler Stok konsantrasyonu 1X miktar (uL)
Buffer Tango (+BSA) 10X 2

Alul 10 uw/puL 0.2

PCR {irtinii 17.8
Toplam reaksiyon hacmi 20

Klinik izolatlarin ve referans suslarin rDNA tim IGS gen bolgesi PCR iiriiniin
Alul ile kesim reaksiyonu tiriinleri %3’liik agaroz jelde Hi-Lo DNA marker/mass ladder
(Bionexus, ABD) kullanilarak 50V’da 40 dk elektroforez yapildi ve gériintiilendi.
5.24. Pulse Field Jel Elektroforezi Karyotipleme ve Genomik DNA’nin

Restriksiyon Enzim Analizi Optimizasyonu

Candida guilliermondii CBS 566 ve Pichia guilliermondii CBS 2030 referans
suglarinin  ve c¢alisma izolatlarnmin PFGE’i Maringele ve Lydall (2006)’in
"tomurcuklanan maya kromozomlarinin pulsed field jel elektroforezi” protokolii

tizerinde bir dizi degisiklik yapilarak asagida belirtildigi sekilde gerceklestirildi (178).
5.2.4.1. Maya Kiiltiirii Hazirlanmasi

e -80 °C’de %20 gliserolliit YEPD broth i¢inde saklanan suslardan YEPD agara
pasaj yapildi ve koloniler goriintir hale gelene dek yaklasik 24 saat 30 °C’de
inkiibe edildi.

e YEPD agarda ¢ogalan suslardan YEPD agara tek koloni pasaji yapildi ve 24
saat inkiibe edildi.
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e YEPD agar’daki kolonilerden steril bir plastik 6ze ile 4 mL YEPD broth
besiyerine inokiilasyon yapildi.

e Sivi kiiltiirler ¢alkalayic1 su banyosunda 100 devir/dk hizda, 30 °C’de gece
boyu (< 16 saat) inkiibe edildi.

5.2.4.2. 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 ¢ikarilip yavasca karistirildi. LMP agarozu kaynatmamaya dikkat
edildi. Eritilen agaroz, 50 °C su banyosunda bekletildi.

5.2.4.3. Litikaz Soliisyonu Hazirlanmasi

15 plug i¢in,

e 150 ul SCE ¢ozeltisi

e 150 ul Litikaz (0.5 mg/ml)
e 7.5 ul B-mercaptoethanol

Karigim yiiksek hizda 10 sn vorteks yapildiktan sonra quick spen yapildi.
Kullanana kadar 4 °C’de bekletildi. Litikaz soliisyonu kullanmadan hemen Once

hazirlandi.
5.2.4.4. Maya Hiicre Pelleti Hazirlanmasi

Her izolattan 1 plug hazirlamak igin,

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

e Hiicre pelletine 200 uL 50 mM pH 8.0 EDTA eklendi. Yavasca vortekslendi.
En yiiksek hizda 30 sn santrifiij edildi. Siipernatan dokiildii. Islem 2 kez

tekrarlandi.
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5.2.4.5. Plug Hazirlanmasi

Hiicre pelletinin iistiine,

e 20 ul 50 mM pH 8.0 EDTA
e 20 ul Litikaz soliisyonu
e 55l %1.2°lik LMP agaroz

eklendi. Homojen bir karisim olusana kadar yavasca karistirildi ve Onceden alti
bantlanarak kapatilmis olan plug kalibindaki kuyucugun igine hemen pipetlendi.
Pluglarin sekil almasi i¢in dnce oda sicakliginda 15 dk, sonra -20 °C dondurucuda 5 dk
bekletildi. Pluglar sekillendikten sonra plug kaliplarinin altindaki bant uzaklastirildi ve
her plug mini spatula ile 50 mL’lik falkonun igine ¢ikarildi.

5.2.4.6. EDTA-Tris-p Merkaptoetanol Soliisyonu Hazirlanmasi
15 plug igin,

¢ 6.75mL 0.5MpH 8.0 EDTA
¢ 0.75mL 1 M pH 8.0 Tris-HCI
¢ 0.375 mL B-Mercaptoethanol

karisimi hazirlandi. 1 plug bulunan her falkona 0.5 mL EDTA-Tris-B Merkaptoetanol
(ETB) soliisyonu eklendi. EDTA-Tris-p Merkaptoetanol soliisyonu kullanmadan hemen
once hazirlandi. 37 °C’de 80 devir/dk hizda bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyondan
sonra ETB soliisyonu dokiildi. 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.
5.2.4.7. Proteinaz Soliisyonu Hazirlanmasi
15 plug igin,

e 6.75mL0.5MpH:8.0EDTA
e 0.75 mL %10 N-Lauroylsarcosine
e 75 ul.100 mg/mL Proteinaz K
e 15 uL 50 mg/mL RNaz soliisyonu
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karisimi hazirlandi. Proteinaz soliisyonu kullanmadan hemen 6nce hazirlandi. 1 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 plugli her falkon i¢in 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 islem 2 kez tekrarland1. Pluglar

karyotipleme ve genomik DNA’nin restriksiyon enzim analizi i¢in hazir duruma geldi.

Pluglar bu asamada 4 °C’de saklama soliisyonunda haftalarca saklanabilir. Pluglar
kullanmadan 6nce saklama soliisyonundan uzaklastirilir, 1 mL 1X TE i¢inde 30 dk oda

sicakliginda inkiibe edilir. Bu islem 2 kez tekrarlanir.
5.2.4.8. Genomik DNA’nin Retriksiyon Endoniikleaz Enzimleri ile Kesilmesi

Her plug steril petri i¢inde steril bistiiri ile 4 esit esit pargaya boliindi. Her
plug’in %’lik pargast (2.5 mm) 1.5 mL’lik steril eppendorfa kondu. Her restriksiyon
enzimi i¢in Tablo 19’da belirtilen reaksiyon karisimi hazirlandi ve plug dilimi bu
karisimin igine daldirildi. Karisim Tablo 20°de belirtilen sicakliktaki su banyosunda
inkiibe edildi.

Tablo 19. Pulse field jel elektroforezi-genomik DNA’nin restriksiyon enzim kesimi i¢in
kullanilan bilesenler ve miktarlari

Restriksiyon Restriksiyon 10mg/ml 10X Deiyonize Toplam
enziminin enzimi Acetylated buffer su reaksiyon
ad1 ul (U) BSA (uL) (uL) (uL) hacmi (uL)
Bsall 1 uL (10 V) 2 20 177 200
BssHII 1uL (4 V) - 20 179 200
HindIlI 1 uL (10 U) 2 20 177 200
Nael 1uL (10 V) - 20 179 200
Nhel 1uL (10 V) - 20 179 200
Notl 1 uL (10 U) 2 20 177 200
Pacl 1 uL (10 U) - 20 179 200
Sapl 1 uL (10 U) - 20 179 200
Sfil 2 uL (20 U) 2 20 177 200
Smal 2 uL (20 U) 2 20 177 200
Sphl 1 uL (10 U) - 20 179 200
Xbal 1 uL (10 V) 2 20 177 200
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Tablo 20. Pulse field jel elektroforezi-genomik DNA’nin restriksiyon enzim kesimi igin
kullanilan enzimlere ait bilgiler

Res_trll_<s_|yon R'estr'| ksiyon bolgesi Stok Buffer Reak5|y9n )
enziminin 5-3 konsantrasvonu (10X) Sicaklig Firma
adi 3.5 Y C)
GGTCTC(N), .
Bsal CCAGAG(N)s 10U/pul NEBuffer 3 50 New England BioLabs
G/CGCGC .
BssHII 4 U/ul NEBuffer 3 50 New England BioLabs
CGCGC/G
A/AGCTT
HindIll 10 U/ul Buffer E 37 Promega
TTCGA/A
GCC/GGC
Nael 10 U/ul L Buffer 37 Takara
CGG/CCG
G/ICTAGC Tango Thermo Scientific
Nhel CGATC/G LO UL pffer 37 Fermantas
Notl GCIGECCGE 10 U/ul Buffer D 37 Promega
CGCCGGICG : J
TTAAT/TAA Pacl buffer Thermo Scientific
Pacl 10 U/ul . 37
AAT/ITAATT (Unique) Fermantas
GCTCTTC(N),/ .
Sapl 10 U/ul NEBuffer 4 37 New England BioLabs
CGAGAAG(N),/
. GGCCNNNN/NGGCC
Sfil 10 U/ul Buffer B 50 Promega
CCGGN/NNNNCCGG
Smal ceeleee 10 U/ul T Buffer 30 Takara
GGG/CCC :
GCATG/C .
Sphl 10 U/l NEBuffer 2 37 New England BioLabs
CGTAC/G
T/ICTAGA
Xbal 12 U/ul Buffer D 37 Promega
AGATCIT

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

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

Pluglar megabaz agaroz jel i¢ine ggmme Ve elektroforez igin hazir duruma geldi.

5.2.4.9. Megabaz Agaroz (%0.8 ve %1.2) Jel Hazirlanmasi

Karyotipleme i¢in 0.8 g megabaz agaroz, enzim kesim {irlinlerini yiiriitmek i¢in

1.2 g megabaz agaroz tartildi ve hacim pH:8.3 0.5X TBE ile 100 mL’ye tamamlandi.

Agaroz soliisyonu mikrodalgada 3 dk kaynatildi ve 60 °C’ye sogutuldu. Kaynatilan

agarozun 1 mL’si eppendorf tiip i¢ine ayrilarak ayni sicaklikta saklandi.
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Megabaz agaroz jel igine gomme Ve elektroforez i¢in hazir plug dilimleri, CHEF
DR 1l PFGE sistemine (BioRad, ABD) ait tarak dislerinin u¢ kismina yerlestirildi ve
plug dilimlerinin tarak dislerine tutunmasi i¢in 30 dk beklendi. Jel dokme standi
firmanin talimatlart dogrultusunda hazirlandi ve tarak standin st kismina
yerlestirildikten sonra hazirlanan megabaz agaroz dokiildii. Jelin katilasmasi igin 1 saat
beklendikten sonra tarak jelden uzaklastirildi. 60 °C’de bekletilen 1 ml megabaz agaroz

kullanilarak tarak dislerinin olusturdugu kuyucuklarin tistii kapatildi.
5.2.4.10. Elektroforez

CHEF DR Il PFGE sistemi (BioRad, ABD) iireticinin talimatlart dogrultusunda
kuruldu. Elektroforez hiicresinin i¢ine 2 L pH:8.3 0.5X TBE dokiildi. Plug dilimlerinin
gomildigi megabaz agaroz jeli elektroforez hiicresinin igine yerlestirildi. Elektroforez

sistemi asagidaki sekilde ayarlandi.

e Pompa: 80 (> 0.75 L/dk)
e Sicaklik: 14 °C

Elektroforetik karyotipleme i¢cin PFGE kosullari:

Blok 1 Blok 2

Baslangig switch siiresi 100 sn Baslangig switch siiresi 300 sn
Son switch siiresi 200 sn Son switch siiresi 400 sn
Elektroforez siiresi 24 sa Elektroforez siiresi 24 sa
Act 120° Act 120°
Voltaj 4.5 V/cm Voltaj 3V/cm

Genomik DNA’nin enzim kesim triinleri i¢in PFGE kosullar1:

Baslangic switch stiresi 5sn
Son switch stiresi 20 sn
Elektroforez siiresi 19 sa
Aci 120°
Voltaj 6 V/cm
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5.2.4.11. Boyama ve Goriintiileme

Elektroforez sonrasi jel, 0.5 pg/mL son konsantrasyonda EtBr soliisyonu igine
yerlestirildi ve 45 rpm ¢alkalamada 30 dk inkiibe edildi. EtBr soliisyonundan alindiktan
sonra deiyonize su ile 45 rpm calkalamada 1 saat siire ile jelden boya uzaklastirildi. Gel
Logic 2000 jel goriintilleme sistemi (Kodak, ABD) ile goriintiilendi ve tiff dosyasi
olarak kaydedildi.

5.2.5. Antifungal (Flukonazol, Vorikonazol, itrakonazol, Flusitozin) Duyarhlik
Testleri

Flukonazol, vorikonazol, itrakonazol ve flusitozin ic¢in antifungal duyarlilik
testleri izole edilen ilk 46 izolata, ticari olarak mevcut Sensititre YeastOne (TREK
Diagnostic Systems, ABD) mikrodiliisyon Kiti ile tireticinin talimatlar1 dogrultusunda
uyguland1 ve 24 saatlik inkiibasyon sonunda degerlendirildi. Test edilen minimum
inhibitér konsantrasyon (MIK) arahig flukonazol igin 0.12 pg/mlL-256 pg/mL,
vorikonazol ig¢in 0.008 pg/mL-8 pg/mL, itrakonazol i¢in 0.008 pg/mL-16 pg/mL ve
flusitozin i¢in 0.03 pg/mL-64 pg/mL araligindadir. Vorikonazol igin 11 diliisyon, diger
antifungaller igin 12 farkli diliisyon test edilmektedir. Antifungallerin MIK degerleri,
Klinik ve Laboratuvar Standartlari Enstitiisii (CLSI) M27-A3 standartlarina gore
[flukonazol <8 (S), 16-32 (SDD), >64 (R); vorikonazol <1 (S), 2 (SDD), >4 (R);
itrakonazol <0.125 (S), 0.25-0.5 (SDD), >1 (R); flusitozin <4 (S), 8-16 (I), =32 (R)]
yorumland1 (179). Bu dort antifungal icin MIK50 ve MIK90 degerleri de hesaplandi
(180).

5.2.6. Ekstraseliller Salgi Aspartik Proteaz Aktivitesinin Semikantitatif
Belirlenmesi

5.2.6.1. Albiimin Agar (pH: 4.0, 4.5, 5.0) Hazirlanmasi

1.17 g yeast karbon baz (YCB), 0.01 g yeast ekstrat ve 0.2 g sigir serum albiimini
(BSA) tartildi1 ve toplam hacim 50 mL olacak sekilde ii¢ farkli pH’daki sitrik asit-
sodyum sitrat buffer i¢inde ayr1 ayr1 ¢6ziildii. Hazirlanan besiyerlerin pH’s1 6l¢iilerek
sirasiyla 4.0, 4.5, 5.0 bulundu. Besiyerler 0.45 um’lik filtre ile steril edildi. 2 g agar
tartilarak toplam hacim 50 mL olacak sekilde deiyonize su igine eklendi.
Otoklavlandiktan sonra 55 °C su banyosunda bekletildi. Hazirlanan agar soliisyonlarinin

her biri, Gi¢ farkli pH’da sitrik asit-sodyum sitrat buffer i¢cinde hazirlanan besiyerlerden
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biri ile karistirildi ve 4 mm kalinlikta petrilere dokiildii. Bu sekilde pH’s1 4.0, 4.5 ve 5.0

olan albiimin agar besiyerleri hazirlanmis oldu.
5.2.6.2. Albiimin Agar’a Inokiilasyon, Inkiibasyon, Boyama ve Degerlendirme

Her izolatin SDA’da 35 °C’de 24 saatlik inkiibasyonu sonrasi elde edilen tek
koloni kiiltiirinden serum fizyolojik i¢inde 1.0 McFarland yogunlugunda (6.10°

hiicre/mL) maya hiicre siispansiyonu hazirlandi.

Her izolatin slispansiyonundan 10 pL miktarda ti¢ farkli pH’daki (4.0, 4.5, 5.0)
alblimin agar yiizeyine damlatildi ve bir siire kurumasi i¢in beklendi. Tiim izolatlar igin
bu sekilde iki seri hazirlanarak, biri 35 °C, digeri 30 °C etiivde 20 giin inkiibe edildi.

Inkiibasyonun gergeklestirildigi etiivlere su konularak nemli bir ortam saglandu.

Inkiibasyon siiresi sonunda agar yiizeyi amido black soliisyonu ile kapland: ve bir
saat siire ile boyandi. Fazla boyanin uzaklastirilmasi amaci ile petriler dekolorizasyon
soliisyonu ile 5’er dk siire ile 3-4 kez, ardindan PBS ile 5’er dk siire ile 2-3 kez yikandi
ve petriler kurumaya birakildi.

Pozitif kontrol olarak Candida albicans ATCC 10231 referans susu kullanildi.
Pozitif kontroliin etrafinda seffaf renkli, proteolitik aktiviteyi (BSA’nin hidrolizi)
gosteren zonun goriilmesi ile hazirlanan albiimin agarin ekstraseliiler proteolitik
aktiviteyi oletiigli kabul edildi. Ekstraseliiler proteolitik aktiviteyi degerlendirmek
amactyla, albiimin agar yiizeyinde suslarin inokiilasyon yerinde olusan yuvarlak iireme
bolgesinin etrafinda proteolitik aktiviteyi gosteren zonun varligi ve varsa zon yari ¢api
belirlendi. Zon yari ¢apt tireme zonunun bitiminden proteolitik aktivite zonunun
bitimine kadar olan uzaklik olarak 6lgiildii. Inokiilasyon yerinde olusan yuvarlak iireme
bolgesinin etrafinda proteolitik aktiviteyi gosteren seffaf zonun olusmamasi veya zon
yar1 ¢apmin <1 mm olmas1 durumunda “proteolitik aktivite yok™ kabul edildi; 1< zon
yar1 ¢apt <2 olmast durumunda "zayif proteolitik aktivite"; 2< zon yar1 ¢ap1 <3 olmasi
durumunda "orta proteolitik aktivite"; zon yar1 ¢ap1 >3 olmasi durumunda "yiiksek
proteolitik aktivite" oldugu disiiniildi. Zon yar caplarina gore ekstraseliiler proteolitik

aktivite yok, zayif, orta ve yiiksek olarak gruplandirildi (181).
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6. BULGULAR
6.1. Kan Kiiltiirlerinden izole Edilen Maya Tiirleri

Ocak 2006-Aralik 2012 tarihleri arasindaki 7 yillik siirecte kan kiiltiirlerinden 121
Candida albicans, 119 Meyerozyma guilliermondii, 80 Candida parapsilosis, 27
Candida tropicalis izolat1 ve diger maya tiirlerine ait 67 izolat tesbit edildi. Sekil 6’da

kan kiiltiirlerinden izole edilen maya tiirlerinin yillara gore dagilimi gériilmektedir.

Meyerozyma guilliermondii, 2006 ve 2007 yillarinda C. albicans, C. parapsilosis
ve C. tropicalis’i takiben en sik izole edilen 4. tiir; 2008 yilinda C. parapsilosis, C.
albicans ve C. tropicalis’i takiben yine en sik izole edilen 4. tiir olmustur. 2009 yilinda
ise en sik izole edilen tiir olmustur. 2009 yilinda M. guilliermondii’yi C. albicans, C.
parapsilosis ve C. tropicalis takip etmistir. 2010 yilinda C. albicans ve C. parapsilosis’i
takiben en sik izole edilen 3. tiir olmus, M. guilliermondii’yi C. tropicalis takip etmistir.
2011 yilinda tekrar (2009 yilindaki gibi) en sik izole edilen tir olmus, M.
guilliermondii’yi C. albicans, C. parapsilosis ve C. tropicalis takip etmistir. 2012
yilinda tekrar (2009 ve 2011 yillarindaki gibi) en sik izole edilen tiir olmus ve M.
guilliermondii’ yi C. albicans, C. parapsilosis ve C. tropicalis takip etmistir. 2006-1012
yillar1 arasindaki 7 yillik siire¢ degerlendirildiginde C. albicans (121 izolat, %29.2)’1
takiben M. guilliermondii (119 izolat, %28.7) en sik izole edilen tiir olmustur. M.
guilliermondii’yi C. parapsilosis (80 izolat, %19.3) ve C. tropicalis (27 izolat, %6.5)
takip etmistir. Diger maya tiirleri 67 izolat ile kan kiiltiirlerinden izole edilen tiim maya

izolatlarinin % 16.2’sini olusturmustur.

Tablo 21’e bakildiginda, kan kiiltiirlerinden izole edilen M. guilliermondii ve tim
maya izolat1 sayisinin ve M. guilliermondii izolatlarinin tiim maya izolatlarina yiizde

(%) oraninin yillara gore dagilimi goriilmektedir.

57



89

Izolat say1s1
70 - 67
60 -
50 - m C .albicans
m C. parapsilosis
40 - barap
C. tropicalis
30 -
22, .20 = M. guilliermondii
20 - o s
11 Diger maya tiirleri
10 -
0 T T T T T T
2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 Vil
1

Sekil 6. Kan kiiltiirlerinden izole edilen maya tiirlerinin yillara gore dagilimi (Diger maya tiirleri: Candida kefyr, Candida krusei, Candida
glabrata, Candida lusitaniae, Kodamaea (Pichia) ohmeri, Geotrichum capitatum, Trichosporon asahii, Trichosporon beigelii,
Rhodotorula rubra, Cryptocooccus neoformans)



Tablo 21. Kan kiiltiirlerinden izole edilen Meyerozyma guilliermondii ve tiim maya
izolatt sayilarinin yillara gére dagilimi

- Meyerozyma guilliermondii Tiim maya izolatlarmin %

izolati sayisi (@) sayisi (b) (a/b)

2006 3 62 4.8
2007 2 39 5.1
2008 2 52 3.8
2009 67 94 71.3
2010 8 51 15.7
2011 17 48 354
2012 20 68 29.4
Toplam 119 414 28.7

6.2. Meyerozyma guilliermondii izolatlarina Ait Genel Bulgular

Calismaya 119 hastaya ait toplam 136 M. guilliermondii klinik (n:121) ve
stirveyans Ornegi izolat1 (n:15) dahil edildi. 117 hastaya ait 121 izolat (4 hastanin 8
epizotu vardi) ¢alismanin Klinik izolatlarin1 olusturdu. 119 hastadan 2’sinin klinik
izolat1 yoktu, yalnizca TPN soliisyonu izolatt mevcuttu. Yalnizca TPN soliisyonlarindan
M. guilliermondii izole edilen 2 hasta harig siirveyans izolati bulunan biitiin hastalarin

klinik izolat1 da mevcuttu.

Sekil 7°de M. guilliermondii klinik izolatlarinin tiger aylik donemlerle dagilimi,
Sekil 8’de ise aylara gore dagilimi gosterilmektedir. Sekil 8’e bakildiginda, 05.2009-
04.2010 tarihleri arasindaki 12 aylik siirecte izole edilen izolatlarin ilk salgin pikini ve
10.2011-03.2012 tarihleri arasindaki 6 aylik siirecte izole edilen izolatlarin ikinci salgin
pikini olusturdugu belirlendi. Birinci salgin déneminde, M. guilliermondii izolatlarinin
dagilim1 76 klinik, 8 siirveyans izolati1 (TPN soliisyonu izolati); ikinci salgin doneminde
35 klinik, 7 siirveyans izolat1 (5 TPN soliisyonu, 2 rektal siiriintii izolat1) seklindeydi.
Toplamda salgin dénemlerine ait 111 klinik, 15 siirveyans izolati olmak tizere 126 M.
guilliermondii izolat1 bulundugu belirlendi. Calisma kapsamindaki toplam 136 izolatin

yalnizca 10’u salgin donemlerine ait degildi.
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Sekil 8. Meyerozyma guilliermondii izolatlarinin aylara gére dagilimi



Meyerozyma guilliermondii klinik izolatlarinin 6rnek tipine gore dagilimi Tablo
22’de, klinik 6rneklerinden M. guilliermondii izole edilen hastalarin kliniklere gore
dagilimi Tablo 23°de, Meyerozyma guilliermondii siirveyans izolatlarinin 6rnek tipine

gore dagilimi Tablo 24°te gosterilmistir.

Tablo 22. Meyerozyma guilliermondii klinik izolatlarinin 6rnek tipine gére dagilimi

Klinik 6rnek tipi izolat say1s1 (%)
Kan* 119 (98.3)
Trakea aspirasyonu 1(0.85)

Kemik iligi 1(0.85)

Toplam 121

*Kan izolatlarinin 7’si katater kani, 1’1 port kani izolatidur.

Katater kani1 ve port kani izolatlar1 ¢caligmaya dahil edilen hastalarin ayni epizod
icindeki kan orneklerinden de M. guilliermondii izole edildi. Ancak ilk izolat olmalari

nedeni ile calismaya Katater kan1 ve port kani izolatlar1 dahil edildi.
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Tablo 23. Meyerozyma guilliermondii izole edilen hastalarin Kliniklere gére dagilimi

Hasta S :
Klinik B Klinik: Hasta sayist (%%)
117 (%*)

Yenidogan Yogun Bakim Servisi: 34 (%29.0)

Pediatrik Hematoloji Onkoloji Servisi: 11 (%9.4)

o o Pediatri Ad6lesan Siit Cocugu Servisi: 7 (%5.9)
Pediatri Servisleri 58 (%49.6)

Pediatrik Cerrahi Servisi: 3 (%2.5)

Pediatri Yogun Bakim Servisi: 2 (%1.7)

Pediatrik Enfeksiyon Servisi: 1 (%0.8)

Yenidogan Yogun Bakim Servisi: 34 (%29.0)

Dahiliye Yogun Bakim Servisi: 9 (%7.6)

Aneztezi Yogun Bakim Servisi: 6 (%5.1)

Yogun Bak
o8un Baiim 58 (%49.6) Gogiis Hastaliklari Yogun Bakim Servisi: 3 (%2.5)

Servisleri
Noroloji Yogun Bakim Servisi: 2 (%1.7)

Norosirurji Yogun Bakim Servisi: 2 (%1.7)

Pediatri Yogun Bakim Servisi: 2 (%1.7)

Hematoloji Onkoloji Pediatri Hematoloji Onkoloji Servisi: 11(%9.4)
21 (%17.9)

Servisleri Dahiliye Onkoloji Servisi: 10 (%8.5)

Pediatrik Cerrahi Servisi: 3 (%2.5)

Cerrahi Servisleri 4 (%3.4)
Genel Cerrahi Servisi: 1 (%0.8)

Dahiliye Servisleri (Gastroenteroloji, Nefroloji, Endokrin): 10 (%8.5)

Kardiyoloji Servisi: 4 (%3.4)

Néroloji Servisi: 3 (%2.5)

Enfeksiyon Servisi: 3 (%2.5)

Diger 26 (%22.2) —
Gogiis Hastaliklar1 Servisi: 2 (%1.7)

Kulak Burun Bogaz Servisi: 2 (%1.7)

Kadm Dogum Servisi: 1 (%0.8)

Yanik Unitesi: 1 (%0.8)

*Toplam hasta sayisina (n:117) gore % hesabini gosterir

Tablo 24. Meyerozyma guilliermondii siirveyans izolatlarinin 6rnek tipine gore dagilimi

Siirveyans ornegi tipi izolat sayis1 (%)
TPN soliisyonu 13 (86.6)

Rektal siiriintii 2 (13.3)
Toplam 15
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Calismamizda ilk salgin piki ve ikinci salgin piki sirasinda siirveyans amactyla
alinan 13 farkli TPN soliisyonundan M. guilliermondii izole edildi. Ik salgin piki
doneminde 8 TPN soliisyonu Orneginden M. guilliermondii izolasyonu
gerceklestirilirken, ikinci salgin piki doneminde 5 TPN soliisyonu Orneginden M.
guilliermondii izolasyonu gergeklestirildi. 13 TPN soliisyonu 11 farkli hastaya aitti.
Yani 2 hastanin 2’ser TPN soliisyonundan M. guilliermondii izole edildi. Ayrica
hastalardan  2’sinin  yalmizca TPN  soliisyonundan bu tiirtin  izolasyonu
gerceklestirilirken; 11 hastanin yakin tarihli kan kiiltiirlerinden de tiirin izolasyonu

gerceklestirildi. Bu hastalar ve izolatlara ait bilgiler Tablo 25’de goriilmektedir.

Tablo 25. TPN soliisyonu ve kan kiiltiirlerinden Meyerozyma guilliermondii izole
edilen hastalarin kliniklere gére dagilimi

Hastano  Izolatkodu  izolasyon tarihi dsi;lrﬁ;li Ornek tipi ~ Ornegin gonderildigi servis

1 €-903 06.10.2009 Kan Yenidogan Yogun Bakim Servisi
C-925 03.11.2009 TPN
C-891 11.10.2009 Kan

2 C-886 21.10.2009 TPN Yenidogan Yogun Bakim Servisi
C-1010 03.11.2009 TPN

3 g:ggj gig;ggg . 'IP'<I3:I Yenidogan Yogun Bakim Servisi

4 C-908 17.10.2009 Kan Yenidogan Yogun Bakim Servisi
C-887 21.10.2009 TPN

5 2:322 (2);122883 _:fs:l Yenidogan Yogun Bakim Servisi
C-935 03.11.2009 TPN

6 C-924 11.11.2009 Kan Yenidogan Yogun Bakim Servisi
C-976 11.11.2009 TPN

7 C-1236 17.01.2012 Kan Yenidogan Yogun Bakim Servisi
C-1241 18.01.2012 TPN

8 C-1251 18.01.2012 Kan Yenidogan Yogun Bakim Servisi
C-1245 18.01.2012 5 TPN

9 C-1248 19.01.2012 TPN Yenidogan Yogun Bakim Servisi

10 gjig: 228;;812 ?::I Pediatri Yogun Bakim servisi

11 C-1265 16.02.2012 TPN Yenidogan Yogun Bakim Servisi

6.3. Biyokimyasal identifikasyon Sonuclar1

Calisma izolatlarmin ¢ogu Resim 2’de gosterilen karbohidrat asimilasyon
profiline sahipti. Izolatlar %84.3 C. guilliermondii, %15.6 C. famata (identifikasyon
kodu: 6776373) olarak identifiye edildi. Izolatlar D-glukoz (GLU), gliserol (GLY),
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kalsiyum 2-Keto-Glukonat (2KG), L-arabinoz (ARA), D-ksiloz (XYL), adonitol
(ADO), ksilitol (XLT), D-galaktoz (GAL), D-sorbitol (SOR), metil-o. D-glukopironosid
(MDG), N-asetil-glukozamin (NAG), D-sellobiyoz (CEL), D-maltoz (MAL), D-
sakkaroz (sukroz, SAC), D-trehaloz (TRE), D-melezitoz (MLZ) ve D-rafinoz (RAF)
iceren Kuyucuklarda ¢ogalma gosterirken (beyazimsi, bulanik goriiniim); bos (0),
inositol (INO), D-laktoz (LAC) iceren kuyucuklarda ¢ogalma gozlenmedi (seffaf-gizgili

goriiniim).
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Resim 2. Meyerozyma guilliermondii klinik galisma izolatinin (C-569) Api 20 C AUX
identifikasyon sistemindeki karbohidrat asimilasyon profilinin goériiniimi
(istte) ve sayisal degerlendirme ¢izelgesi (altta)
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C-840 ve C-987 izolatlarinin karbohidrat asimilasyon profili farkliydi. C-840
izolat, %60.3 C. guilliermondii ve %39.6 C. famata (identifikasyon kodu:6756373)
olarak identifiye edildi. 0, XLT, INO, LAC igeren kuyucuklarda ¢ogalma gozlenmezken
diger tiim kuyucuklarda ¢ogalma gozlendi. Bu izolat SDA’daki koloni goriiniimiiniin R
tipi, purtiklii ve krem rengi olmasi, kolonilerin besiyeri igine invaze olmalart ve
pasajlandikca koloni seklinin daha piirtiikli hale gelmesi ile farkliydi. C-987 izolati,
%53.8 C. famata, %46.1 C. guilliermondii (identifikasyon kodu: 6576333) olarak
identifiye edildi. 0, ARA, INO, LAC, TRE igeren kuyucuklarda ¢ogalma gbézlenmezken
diger tim kuyucuklarda ¢ogalma gozlendi. C-987 izolati, SDA’da diger calisma
izolatlarina gore daha yavas ¢ogalmasi ve daha kiiciik koloniler olugturmas ile dikkat

¢ekti. Biitlin ¢alisma izolatlar1 INO ve LAC karbohidratlarini asimile etmedi.

6.4. rDNA Tiim ITS Gen Bolgesi DNA Sekansi

Calismaya dahil edilen 136 izolatin genomik DNA’lar1 kalip olarak kullanarak
ITS1 ve ITS4 primerleri ile yapilan PCR ¢alismasinda C-840 izolatinda 636-638 bp,
diger tiim izolatlarda 607 bp PCR iirlinii gozlendi (Resim 3).

Resim 3. Meyerozyma guilliermondii izolatlarinin rDNA tiim ITS bolgesi PCR
tirlinlerinin agaroz jelde goriiniimii 1, 2. M. guilliermondii izolatlarii temsil
eder 3. Candida guilliermondii CBS 566 4. Pichia guilliermondii CBS 2030 C-
840. Calisma izolat1 M. 100-1500 bp DNA marker/mass ladder

Calisma izolatlarinin rDNA tiim ITS gen bolgesinin ITS4 primeri ile dongiisel
dizileme reaksiyonu sonucu elde edilen DNA dizileri o6ncelikle Pubmed-Blast-

Nucleotide blast (http://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) kaynaginda sorgulandi ve elde
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edilen sonuglara gore izolat DNA sekanslari Pubmed-Nucleotide (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/nuccore) kaynagindan elde edilen Candida guilliermondii ATCC 6260
referans susunun tiim ITS gen bolgesi DNA sekansi (accesion no: AY939792) ile
Chromas Lite 2.1 (Technelysium Pty.Ltd.) programi kullanilarak karsilastirildi ve
izolatlarin sekanslar1 belirlendi. C-840 izolat1 Candida friedrichii CBS 4114 referans
susunun tiim ITS gen bolgesi DNA sekansi (accession no: HQ283377) ile karsilastirildi.
Ayrica elde edilen tiim DNA sekanslar1 online Clustal Omega (EMBL-EBI, Hinxton,
Cambridgeshire, Ingiltere) programi kullanilarak birbirleriyle karsilastirildi. Calisma
izolatlarinda ii¢ farkli DNA sekansi belirlendi. Elde edilen DNA sekanslar1 K1, K2 ve
C-840 ile kodland1 ve asagidaki metinde gosterildi. K1 ve K2, 564 baz; C-840’da ise
589 bazlik DNA sekanslandi. Pichia ve friedrichii calisma izolatlarimizin sekans

sonuclarini karsilastirdigimiz referans suslarin sekanslaridir.

Pichia TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACAGTATTCTTTTGCCAGCGCTTAACTGCGC 60
K1 TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACAGTATTCTTTTGCCAGCGCTTAACTGCGC 60
K2 TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACAGTATTCTTTTGCCAGCGCTTAACTGCGC 60
KA KA A KA I AR AR AR IR I A A A A A A AN I A I A I AR AR A I A I A A A A A A A A I A ATk xA A x A xx
Pichia GGCGAAAAACCTTACACACAGTGTCTTTTTGATACAGAACTCTTGCTTTGGTTTGGCCTA 120
K1 GGCGAAAARCCTTACACACAGTGTCTTTTTGATACAGAACTCTTGCTTTGGTTTGGCCTA 120
K2 GGCGAAAARCCTTACACACAGTGTCTTTTTGATACAGAACTCTTGCTTTGGTTTGGCCTA 120
khkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkkkhkkkhkkkhkkkx
Pichia GAGATAGGTTGGGCCAGAGGTTTAACAAAACACAATTTAATTATTTTTACAGTTAGTCAA 180
K1 GAGATAGGTTGGGCCAGAGGTTTAACAAAACACAATTTAATTATTTTTACAGTTAGTCAA 180
K2 GAGATAGGTTGGGCCAGAGGTTTAACAAAACACAATTTAATTATTTTTACAGTTAGTCAA 180
KA KA A I A I AR kA AR IR I A A A A A A AR I A I AR kA A A A A A A A A A Ak Ak Ak Ak hkhkkhkkhkkh ko k
Pichia ATTTTGAATTAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAG 240
K1 ATTTTGAATTAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAG 240
K2 ATTTTGAATTAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAG 240
khkkkhkkhkhkhkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkhkkhkkhkkkx
Pichia AACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATATGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTT 300
K1 AACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATATGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTT 300
K2 AACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATATGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTT 300
R RS S S E S EEESE SRR SRR RS R R EEEEE R EEEEEEEEEEE SRS
Pichia GAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCAGAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTEATITCHECE 360
K1 GAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCAGAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCT 360
K2 GAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCAGAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCT 360
Kkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkhkkkhkkkx
Pichia CTCAAACCCCCGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTTAGTCGGACTAGGCGTTTGCTTGAA 420
K1 CTCARACCCCCGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTTAGTCGGACTAGGCGTTTGCTTGAR 420
K2 CTCARACCCCCGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTTAGTCGGACTAGGCGTTTGCTTGAR 420
RS S S S EEEESE RS SRS R RS ERE SRR EEE SRR EEEEEEEEEEEEE SRS
Pichia AAGTATTGGCATGGGTAGTACTAGATAGTGCTGTCGACCTCTCAATGTATTAGGTTTATC 480
K1 AAGTATTGGCATGGGTAGTACTAGATAGTGCTGTCGACCTCTCAATGTATTAGGTTTATC 480
K2 AAGTATTGGCATGGGTAGTACTGGATAGTGCTGTCGACCTCTCAATGTATTAGGTTTATC 480
Kkhkkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhhkhk hhkhkhhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkrhkhkhkhkhkhkhkhkrhkrkhkhkhkkhkkkhkkkhkkkx
Pichia CAACTCGTTGAATGGTGTGGCGGGATATTTCTGGTATTGTTGGCCCGGCCTTACAACAAC 540
K1 CAACTCGTTGAATGGTGTGGCGGGATATTTCTGGTATTGTTGGCCCGGCCTTACAARCAAC 540
K2 CAACTCGTTGAATGGTGTGGCGGGATATTTCTGGTATTGTTGGCCCGGCCTTACAACAAC 540
R SRS E SRS R ESEEEREREEEEEEREEEEEEEEEEREREREEEEEEEEESES]
Pichia EARAGAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAG 600
K1 CAAACAAGTTTGACCTCAAATCAG——————————————————————— 564
K2 CAAACAAGTTTGACCTCAAATCAG-—————————————————————— 564
Ahkkkkkhkhkkhkkhkhkhkdhkhkhkhkx*k
Pichia CGGAGGA 607
K1
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friedrichii TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGATAGTTTTAGTTTGTTGCCTGCGCTTA 60

C-840 TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGATAGTTTTAGTTTGTTGCCTGCGCTTA 60
LR RS S S S E SRR SRS ER SRS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE]
friedrichii ATTGCGCGGTGACAAGCAAACACCTTACACACTGTGTTTTTGTTTTATTGAAAACTTGCT 120
C-840 ATTGCGCGGCGACAAGCAAACACCTTACACACTGTGTTTTTGTTTTATTGAAAACTTGCT 120
LR RS S SIS SRR RS EE SRR SRS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE]
friedrichii TTGGTTTGGCGCAAGCTGGGCCAAAGACTTTACACAAACTTCAATTGCGAAATTGAATTG 180
C-840 TTGGTTTGGCGAAAGCTGGGCCAAAGACTT-ACACAAACTTCAATTGCGAAATTGAATTG 179
Kk hkkhkhkhkhkhkhkhkk hhhkhhkhkhkhhhhkhhhhhhh *Ahkkhhhhkhhhkhhhhhkrhkkhhhkhkkhkkhkhkhk
friedrichii TTTTTAAATTTTTATTGTCAATTTTGTTTGATTAATTTCAAAATAATCTTCAAAACTTTC 240
c-840 TTTT-AAATTTTTATTGTCAATTTTGTTTGATTAATTTCAAAATAATCTTCAAAACTTTC 238
Khkkkhk hhkhkhkhkkhhhhhkAhhkhhhhhkhkhhhhhhhkhkhhhhhkhrkhkhkhhhhkrhkhkhkhhkhhkkhkkhkhkhk
friedrichii AACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGARATGCGATAAGTAATA 300
C-840 AACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATA 298
Kk hkhkhhhk Ak hkhhhh kA hhhhhhhk A hhhhhhhkhkhhhhhkhrkhkhkhhhhkrrkhkhhhkhhkkkkkkhkk
friedrichii TGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATT 360
C-840 TGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATT 358
LR RS S S S E SRR SRS EEER SRS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE]
friedrichii CCARAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCCTICARACCITTCCCITTCCICTTCAG 420
C-840 CCARAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCCTTCAAACCTTTGGGTTTGGTGTTGAG 418
hhkkhkkkhkhkhhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkhkhkhkkkhkkkhkx
friedrichii TGATACTCTTAGTCAACTAAGTGTTTGCTTTAAATATAATGGCAGGAGTGTACTGGATAG 480
C-840 TGATACTCTTAGTCAACTAAGTGTTTGCTTCAAATATAATGGCAGGAGTGTACTGGATAG 478
hhkkhkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkkhhkkh hhkhkhkhkkhkhhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhhkhkkkhkkkhkx
friedrichii TACGAACTGGTTATTCAATGTATTAGGTTTATCCAACTCGTTGAAGACTGGGGTAGTAAA 540
c-840 TACGAACTGGTTATTCAATGTATTAGGTTTATCCAACTCGTTGAAGACTGGGGCAGTAAA 538
hhkkhkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkhkkhkhkhkx *kkkkx
friedrichii FTTCTAGTAATTGCOTCCGCCT TATAATARCARACT AAGTTGACCTCAAATCAGTAAGAT 600
c-840 TTTCTAGTAATTGGCTCGGCCTTATAATAACAAACTAAGTTGAC-———————-—————-— 582
Kk Ak hkhkhkhkhkhhkhhkhhkhkhkhhhd A d bk hhkhhkhdkhdkr kA hkkkhkhkhk
friedrichii GCC 603
C-840 -—-

Alti gizili sekans bolgeleri yukaridan asagiya dogru sirasiyla ITS1, ITS2-1TS3 ve
ITS4 primerlerinin baglanma bdolgelerini gostermektedir. Agikve koyu dolgulu sekanslar

sirastyla ITS1 ve ITS2 bolgesini gostermektedir (182).

K1 ve K2 DNA sekansli biitiin izolatlarin IT1 sekans1 169 bp ve ITS2 sekans1 197
bp biiyikligindedir. 1TS1 ve ITS2 DNA sekansi biiyiikliikleri referans sekans ile
aynidir. K1 DNA sekansi referans sekans ile tiimiiyle aynidir. K1 sekansi ile K2 sekansi
arasindaki tek fark K1 sekansinda ITS2 bolgesinde, 443. pozisyonda "A (adenin)"
niikleotidi bulunurken K2 sekansinda ayni pozisyonda "G (guanin)" niikleotidinin

bulunmasidir. C-840 sekans1 K1 ve K2 sekanslarindan tiimiiyle farklidir.

C-840 izolatinin ITS1 DNA sekanst 199 bp, ITS2 DNA sckansi 181 bp
biiyiikliigiindedir. Referans sus sekansi ile karsilagtirildiginda; ITS1 sekansinin referans
sus sekansindan 2 bp daha kiigiik oldugu, ITS2 sekansinin ise ayni bityiiklikte oldugu
goriildii. Referans sekansta, 151. ve 185. pozisyonlardaki T niikleotidine karsilik C-
840°da niikleotid (-) bulunmamaktadir. Referans sekansta  70., 451. ve 534.
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pozisyondaki T niiklotidi yerine C-840°da C niikleotidi bulunmaktadir. Referans
sekansta 132 pozisyonda C niikleotidi bulunurken, C-840°da A bulunmaktadir.

Tablo 26. Meyerozyma guilliermondii izolatlarinin tiim ITS DNA sekansi blast sonucu

Tim ITS .
; Tiim ITS DNA sekanst s . .
Izolat kodu DNA blast sonucu E degeri Identifikasyon Accession no
sekansi
C-569 Meyerozyma guilliermondii DMRF-5 0.0 %100 KC237294
C-610 K2 Candida carpophila N12C 0.0 %99 DQ666191
C-650 Debaryomyces hansenii var. fabryi CBS 8417 0.0 %99 AF209874
Candida membranifaciens W14-3 0.0 %99 EF197812
C-840 C-840 . i
Candida friedrichii CBS 4114 0.0 %99 HQ283377
. Pichia guilliermondii ATCC 6260 0.0 %100 AY939792
gzﬁ:lar K1  Candida carpophila strain N12C 0.0 %100 DQ666191
Debaryomyces hansenii var. fabryi CBS 8417 0.0 %99 AF209874

Tablo 27. Meyerozyma guilliermondii izolatlarinin ITS1 DNA sekansi blast sonucu

Tim ITS
izolat kodu DNA ITS1 DNA sekanst E degeri Identifikasyon Accession no
blast sonucu
sekansi
C-569
C-610 K2 Pichia guilliermondii ATCC 6260 3e-82 %100 AY939792
C-650
-840 -840 Candida membranifaciens W14-3 3e-98 %100 EF197812
Candida friedrichii CBS 4114 4e-92 %98 HQ283377
Diger izolatlar K1 Pichia guilliermondii ATCC 6260 3e-82 %100 AY939792

Tablo 28. Meyerozyma guilliermondii izolatlarinin ITS2 DNA sekansi blast sonucu

Tum ITS
Izolat kodu DNA ITS2 DNA sckans: E degeri Identifikasyon  Accession no
blast sonucu

sekansi
C-569 - . 0
C-610 K2 Meyerozyma guilliermondii DMRF-5  1e-97 %100 KC237294
C-650 Debaryomyces sp. R99 le-97 %100 JQ665430
C-840 C-840 Candida membranifaciens W14-3 8e-89 %100 EF197812
Candida friedrichii CBS 4114 2e-85 %99 HQ283377
Diger izolatlar K1 Pichia guilliermondii ATCC 6260 1e-97 %100 AY939792
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6.5. rDNA Tiim IGS Gen Bélgesi PCR Uriinlerinin Alul Restriksiyon Fragmenti
Uzunluk Polimorfizmi

Tim ¢alisma izolatlarna ait genomik DNA oOrneklerinden (C-840: C.
membranifaciens bu asamaya dahil edilmedi) 2.0-3.0 kb araliginda rDNA tim IGS
bolgesi amplifikasyon iiriinii elde edildi. C. guilliermondii CBS 566, P. guilliermondii
CBS 2030 (2.8 kb), C. fermentati CBS 2022 (2.5 kb), C. carpophila CBS 5256 (2.5 kb),
D. hansenii CBS 768 (2.7 kb) ve C. famata CBS 1795 (2.7 kb) referans suslarina ait
genomik DNA orneklerinden de 2.0-3.0 kb araliginda rDNA tim IGS bdlgesi
amplifikasyon {irtinii elde edildi (17). Resim 4’te LR13 (forward) ve SR21 (reverse)
primerleri kullanilarak rDNA tim IGS gen boélgesi PCR iiriinii biyiikliikleri %0.7’lik

agaroz jelde gosterildi.

3000 bp
2000 bp

Resim 4. Meyerozyma guilliermondii izolatlarinin rDNA tiim IGS gen bolgesi PCR
tirtinlerinin agaroz jelde goriinimii 1. M. guilliermondii izolatlarin1 temsil
eder 2. Candida guilliermondii CBS 566 ve Pichia guilliermondii CBS 2030
3. Debaryomyces hansenii CBS 768 ve Candida famata CBS 1795 5.
Candida fermentatii CBS 2022 ve Candida carpophila CBS 5256
izolatlarinin 1GS PCR iiriinii M. 50-10000 bp HiLo DNA biiyiikliik marker’t

rDNA tim IGS gen bolgesi PCR iriinlerinin Alul restriksiyon endeniikleaz ile
kesimi ile tim calisma izolatlarinda C. guilliermondii CBS 566 ve P. guilliermondii
2030 referans suslari ile ayni restriksiyon bant profili gézlendi. Resim 5’de ¢alisma
izolatlarmin ve referans suslarin rDNA tiim IGS boélgesi PCR iiriinlerinin  Alul

restriksiyon endoniikleaz ile kesilmesi olusan bant profili gosterildi.
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Resim 5. Meyerozyma guilliermondii izolatlarinin rDNA tim IGS bolgesi PCR
uriinlerinin Alul ile kesilmesiyle olusan bant profillerinin agaroz jelde
goriiniimii 1-14. Farkli M. guilliermondii izolatlarin1 temsil eder C. Candida
guilliermondii CBS 566 P. Pichia guilliermondii CBS 2030 M. 50-10000 bp
HiLo DNA biiyiikliik marker’1

6.6. Pulse Field Jel Elektroforezi
6.6.1. Pulsed Field Jel Elektroforezi-Elektroforetik Karyotipleme Sonuclari

Pulse Field Jel Elektroforezi (PFGE)-Elektroforetik Karyotipleme (EK) protokolii
sonunda Pichia guilliermondii CBS 2030 ve C. guilliermondii CBS 566 referans
suglarinin ikisinde de 6 kromozom bandi gozlendi. Ancak bu iki referans susa ait
karyotip bant profilleri farkliydi (Resim 6). Suslarin 1, 2, 4 ve 5. bantlar1 (Kuyucuga
yakin olan banttan uzak olan banta dogru 1-5 seklinde numaralandirma yapildi) ayni

biiyiikliikte gézlenirken 3. bantlar farkli biiyiikliikteydi.
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Resim 6. Pichia guilliermondii CBS 2030 ve Candida guilliermondii CBS 566
suslarinin PFGE-EK bant profillerinin goriiniimi 1. P. guilliermondii CBS
2030 2. C. guilliermondii CBS 566 3. C-569 ¢alisma izolat1 4. C-579 ¢alisma
izolat1 M. 0.225-2.2 Mb Saccharomyces cerevisiae kromozomal DNA marker

Meyerozyma guilliermondii calisma izolatlarinin PFGE-EK ¢alismasi igin,
calisma grubu izolatlari arasindan her yili temsil eden en az 1 izolat segildi. izolatlarin
gonderildigi servisler (pediatri servisleri:8, yogun bakim servisleri:5, hematoloji-
onkoloji servisleri:3, diger:3 izolat) Tablo 24’deki (Klinik drneklerinden M. guilliermondii
izole edilen hastalarin Kkliniklere gére dagilimi) dagilimi temsil edecek sekilde segildi. 2
hastanin (hasta no: 4 ve 8) birden fazla izolati ¢alismaya dahil edilirken diger tiim
hastalarin 1 izolat1 kullanildi. 4 nolu hastanin 2 kan ve 1 TPN soliisyonu izolati1 olmak
tizere farkli tarihlerde izole edilen 3 izolati; 8 nolu hastanin ise 1 kan ve 1 rektal siiriintii
izolat1 olmak iizere farkli tarihlerde izole edilen 2 izolati ¢alismaya katildi. 2 farkli
hastaya (hasta no: 5 ve 6) ait 6rnekler ayni tarihte (08.10.2009) génderilmisti. Toplam 9
hastaya ait 12 izolat bu c¢alisma i¢in kullanildi. PFGE-EK c¢alismasinda kullanilan

Meyerozyma guilliermondii ¢calisma izolatlarina ait bilgiler Tablo 28’de gosterildi.
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Tablo 29. PFGE-EK uygulanan Meyerozyma guilliermondii izolatlarinin izolasyon
tarihi, 6rnek tipi ve servis bilgileri

Hrilgta Izr(])cl)at Ilfgéit IZ(t)::is ﬁlion Ornek tipi Ornegin gonderildigi servis
1 1 C-579 12.07.2006 Kan Pediatrik Hematoloji Servisi
2 2 C-650 31.01.2007 Kan Pediatri Siit Cocugu Servisi
3 3 C-787 26.04.2008 Kan Pediatri Hematoloji Onkoloji Servisi
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 siiriintii ~ Yenidogan Yogun Bakim Servisi
9 12 C-1272 03.03.2012 Kan Dahiliye Endokrin Servisi

Tablo 29°da ozellikleri belirtilen izolatlarin PFGE-EK ¢alismasi sonucu Resim

7°de belirtilen jel goriiniimii elde edildi. 9 hastanin 12 izolatinda 5 farkli karyotip (A, B,
C, D ve E) elde edildi (Tablo 30’a bakiniz). Klinik izolatlarin 8 tanesinde (2, 4, 5, 7, 8,

9, 11, 12) aymi karyotip (B) gozlendi. Dolayiyla karyotip B caligilan 12 izolat arasinda

baskin Karyotipti. Diger 4 izolatta (1,3,6,10) birbirlerinden ve diger tiim izolatlardan

farkli karyotipler gézlendi. 2, 3, 4,5, 7, 8, 9, 10, 11 ve 12 nolu izolatlarda 7 kromozom

bandi gozlenirken 1 ve 6 nolu izolatlarda 6 kromozom bandi gozlendi.
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Resim 7. Meyerozyma guilliermondii ¢alisma izolatlarinin PFGE-EK bant profillerinin
goriiniimii 1-12. M. guilliermondii izolatlar1 M. 0.225-2.2 Mb Saccharomyces
cerevisiae kromozomal DNA marker

Meyerozyma  guilliermondii  izolatlarnmin ~ PFGE-EK  bant  profilleri

degerlendirilerek belirlenen karyotipleri ve izolasyon yillar1 Tablo 30°da belirtilmistir.

Tablo 30. Meyerozyma guilliermondii izolatlarinin PFGE karyotipleri

izolat no izolat kodu Karyotip izolasyon yili

1 C-579 A 2006
2,4,5,1, C-650, C-903, C-925, C-907, B 2007, 2009, 2009, 2009,
8,9,11,12 C-898, C-1051, C-1162, C-1272 2009, 2010, 2011, 2012
3 C-787 c 2008

6 C-942 D 2009

10 C-1153 E 2011

Sekil 8’¢ bakildiginda 05.2009-04.2010 tarihleri arasindaki 12 aylik siirecte izole
edilen izolatlarin ilk salgin pikini ve 10.2011-03.2012 tarihleri arasindaki 6 aylik siiregte
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izole edilen izolatlarin ikinci salgin pikini olusturdugu diistiniildiiginde; her iki salgin
doneminde de karyotip B’nin hakim oldugu goriildi. 2006 ve 2008 yillarinda izole
edilen ve salgin dénemlerine ait olmayan 1 ve 3 nolu izolatlar, diger tiim izolatlardan
farkl1 karyotipe sahipti. Ilging sekilde, 2007 yilinda izole edilen ve salgin dénemlerine
ait olmayan 2 nolu izolat ise salgin izolatlartyla ayn1 karyotipe sahipti.

Ayni1 hastanin (hasta no:4) iki farkli epizotundan izole edilen kan izolatlar1 (izolat
no: 4 ve 6) ve bir TPN izolatinin (izolat no:5) bant profilleri degerlendirildiginde; ilk
epizod kan izolat1 ile TPN izolatinin ayn1 karyotipe sahip oldugu ancak ikinci epizodkan

izolatinin diger tiim izolatlardan farkli bir karyotipe sahip oldugu belirlendi.

Farkli servislerden (Dahiliye Onkoloji ve Dahiliye Gastroenteroloji Servisi)
gonderilen kan kiiltiirlerinden ayni tarihte (08.10.2009) izole edilen iki izolat (izolat no:

7 ve 8) ayni1 karyotipe sahipti.

Ayni hastaya ait kan ve rektal siiriintii izolatlarinda (sirasiyla izolat no: 10 ve 11)
farkli Kkaryotipler goriildii. Ilging sekilde, rektal siiriintii izolat1 salgin ddnemleri
izolatlart ile ayni karyotipe (karyotip B) sahipken kan izolati diger tiim izolatlardan
farkl1 bir karyotipe sahipti.

6.6.2. Pulsed Field Jel Elektroforezi-Genomik DNA’min Restriksiyon Enzim
Analizi Sonuglari
Meyerozyma guilliermondii tiirti igin pulsed field jel elektroforezi (PFGE)-
genomik DNA’nin restriksiyon endoniikleaz enzim analizi (REAG) protokoliiniin
optimizasyonu amaci ile ilk olarak C. guilliermondii CBS 566 referans susu BssHII
restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesildi (PFGE-REAG BssHII). Candida albicans

SC5314 susu protokoliin optimizasyonu igin referans sus olarak kullanildi (183).
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Resim 8. Candida guilliermondii CBS 566 ve Candida albicans SC5314 referans
suslarmin pulsed field jel elektroforezi-genomik DNA’nin BssHII enzimi ile
kesimi sonucu olusan bant profilleri. 1. Candida guilliermondii CBS 566 2.
Candida albicans SC5314 M. 50-800 kb Lambda ladder DNA biiyiikliik
marker’

Candida albicans SC5314 susunun BssHII enzimi ile kesimi sonucu agaroz jelde
goriintiilenen bant profili (Resim 8) protokoliin optimize oldugunu gosterdi. C.
guilliermondii CBS 566 referans susunun BssHII ile PFGE-REAG sonucu olusan bant
profili Lambda ladder DNA biiyiikliik marker’1 ile karsilastirilarak degerlendirildiginde;
en biiyiik bantin 150 kb oldugu gozlendi. 50 kb civarinda olusan smear, yakin
biiyiikliklerde ¢ok fazla bandin ayni bolgede yigildigi ve birbirinden ayrilamadigi
seklinde yorumlandi. Dolayisiyla BssHII enziminin M. guilliermondii tiiriiniin PFGE-

REAG i¢in uygun olmadig1 sonucuna varildi.

Candida guilliermondii CBS 566 (anamorf) ve P. guilliermondii CBS 2030
(telemorf) referans suslarinin farkli restriksiyon enzimleri kullanilarak gergeklestirilen

PFGE-REAG agaroz jel goriintimleri Resim 9 ve Resim 10°da goriilmektedir.
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Resim 9. Candida guilliermondii CBS 566 susu genomik DNA’sinin farkli restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ile kesilmesi sonucu olusan PFGE bant profillerinin
goriiniimii M. 50-800 kb Lambda ladder DNA biiyiikliik marker’1
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Resim 10. Pichia guilliermondii CBS 2030 susu genomik DNA’sinin farkli restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ile kesilmesi sonucu olusan PFGE bant profillerinin
goriinimii M. 50-800 kb Lambda ladder DNA biiyiiklik marker’
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Her iki referans susta ayni enzimin ayni restriksiyon bant profilini verdigi
gozlendi. Bsal enzimi ile kesim sonucu yalnizca smear gozlendi. Bu goriiniim enzimin
cok sayida kiiciik DNA pargas1 olusturdugu ve bu pargalarin megabaz agaroz jel iginde
hizla ilerleyerek jelden uzaklastigi seklinde yorumlandi. Sphl, Sapl enzimleri ile hig
kesim gerceklesmedigi goriildii. BssHII ve Smal enzimleri ile kesimde en biiyik bant
150 kb biiyiikliigiindeydi ve bantlarin ¢ogu 50 kb civarina yigilmigti. Hindlll, Nhel,
Xbal ve Nael restriksiyon enzimleri ile kesimde de bantlar 50 kb civarina yigilmisti.
BssHII, Smal, Hindlll, Nhel, Xbal ve Nael enzimleri ile kesim sonucu olusan bantlarin
marker araligina dagilmadigi; marker’ 1n en kiigiik bandina yakin biiyiikliikkte oldugu ve
jel i¢inde ayirt edilemeyen bantlar olustugu goriildii. Bu nedenle bu enzimlerin M.

guilliermondii ¢alisma izolatlarinin PFGE-REAG i¢in uygun olmadigina karar verildi.

Notl, Pacl ve Sfil kesim diriinleri marker araligina dagilmus, ayirt edilebilir bantlar
seklindeydi. Sfil kesim {iriinleri daha silik gozlenmekle birlikte Notl ve Pacl iriinleri
daha net ayirt edilebilen batlar seklindeydi. Bu nedenle Notl, Pacl ve Sfil restriksiyon
enzimlerinin M. guilliermondii izolatlarinin PFGE-REAG i¢in uygun enzim adaylari

oldugu sonucuna varildi.

6.7. Antifungal (Flukonazol, Vorikonazol, itrakonazol, Flusitozin) Duyarhlk
Sonuclarn
Meyerozyma guilliermondii izolatlarinin flukonazol, vorikonazol, itrakonazol ve
flusitozin MIK degerleri Tablo 31°de; antifungal duyarlilik sonuglari, MiK araliklari,
MIK50 ve MIK90 degerleri ise Tablo 32’de belirtildi. Candida membranifaciens
izolatinin (C-840) MIK degerleri Tablo 33’de gosterildi.
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Tablo 31. Meyerozyma guilliermondii izolatlariin flukonazol, vorikonazol, itrakonazol

ve flusitozin MiK degerleri (ug/mL)

Sira Izolat kodu Tarih Flukonazol Vorikonazol ftrakonazol  Flusitozin
1 C-579 12.07.2006 2 0.03 0.25 <0.03
2 C-610 21.08.2006 4 0.06 0.5 0.03
3 C-650 31.01.2007 8 0.12 0.5 <0.03
4 C-749 15.11.2007 4 0.06 0.25 0.03
5 C-787 26.04.2008 16 0.12 05 0.03
6 C-875 26.05.2009 4 0.06 0.5 <0.03
7 C-873 11.06.2009 8 0.12 0.5 <0.03
8 C-878 27.07.2009 4 0.06 0.5 <0.03
9 C-877 27.07.2009 4 0.06 0.5 <0.03
10 C-876 29.07.2009 32 0.25 B 0
11 C-918 16.08.2009 4 0.12 0.5 <0.03
12 C-922 27.08.2009 4 0.06 0.5 <0.03
13 C-890 31.08.2009 4 0.12 0.5 <0.03
14 C-914 01.09.2009 4 0.06 0.5 <0.03
15 C-892 18.09.2009 4 0.12 0.5 <0.03
16 C-897 25.09.2009 4 0.06 0.5 <0.03
17 C-888 28.09.2009 8 0.12 0.5 <0.03
18 C-899 28.09.2009 4 0.06 0.5 <0.03
19 C-906 28.09.2009 4 0.06 0.5 <0.03

20 C-909 30.09.2009 4 0.06 0.5 <0.03
21 C-910 01.10.2009 4 0.12 0.5 <0.03
22 C-903 06.10.2009 8 0.12 0.5 <0.03
23 C-907 08.10.2009 4 0.06 0.5 <0.03
24 C-898 08.10.2009 4 0.06 0.5 <0.03
25 C-895 08.10.2009 4 0.06 0.5 <0.03
26 C-904 13.10.2009 8 0.12 05 <0.03
27 C-894 13.10.2009 4 0.06 0.5 <0.03
28 C-908 17.10.2009 4 0.06 0.5 <0.03
29 C-1018 26.10.2009 4 0.06 0.25 <0.03
30 C-979 26.10.2009 4 0.12 0.5 <0.03
31 C-995 27.10.2009 8 0.12 0.5 0.06
32 C-938 27.10.2009 4 0.12 0.5 0.06
33 C-953 28.10.2009 8 0.06 0.5 <0.03
34 C-949 29.10.2009 4 0.06 0.5 <0.03
35 C-960 30.10.2009 4 0.12 0.5 <0.03
36 C-962 or.11.2000  [IEESCHINNNNNSCE -
37 C-928 02.11.2009 8 0.12 0.5 <0.03
38 C-945 02.11.2009 4 0.06 0.5 <0.03
39 C-1017 04.11.2009 4 0.06 0.5 <0.03
40 C-931 04.11.2009 8 0.12 05 <0.03
41 C-924 11.11.2009 4 0.06 0.5 <0.03
42 C-991 22.11.2009 4 0.06 0.25 0.03
43 C-1045 25.01.2010 4 0.06 0.5 0.03
44 C-1051 31.01.2010 2 0.06 0.25 0.03
45 C-1082 01.03.2010 4 0.06 0.25 0.03
46 C-1081 05.03.2010 4 0.06 0.25 0.03

Not: Kirmizi renk direnci, sar1 renkler doz bagimli duyarliligi gostermektedir.
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Tablo 32. Meyerozyma guilliermondii izolatlarimin (n:46) antifungal duyarlilik
sonuglar, MIK araliklari, MIK50 ve MIK90 degerleri (ng/mL)

Antifungal S Sbb I R MIK araligt MIK50 MIK90
Flukonazol 43 2 - 1 1->256 4 8
Vorikonazol 45 0 - 1 0.03->8 0.06 0.12
Itrakonazol 0 44 -2 0.25->16 0.5 0.5
Flusitozin 46 - 0 0 <0.03-2 <0.03 0.03

S: Duyarli, SDD: Doz bagimli duyarly, I: Intermediate, R: Direngli

Tablo 33. Candida membranifaciens izolatinin (C-840) flukonazol, vorikonazol,
itrakonazol ve flusitozin MiK degerleri (ng/mL)

izolat kodu Tarih Flukonazol Vorikonazol Itrakonazol Flusitozin

C-840 28.12.2008 4 <0.008 0.25 _

Not: Kirmuzi renk direnci, sar1 renk doz bagimli duyarliligi géstermektedir.

6.8. Salg1 Aspartik Proteaz Aktivitesi Sonuclari

Salgi aspartik proteaz aktivitesini tesbit etmek igin ¢alisma grubu izolatlarinin her
biri BSA igeren ti¢ farkli pH (4.0, 4.5, 5.0)’daki albiimin agarda ve iki farkli inkiibasyon
sicakliginda (30 °C ve 35 °C) test edildi. izolatlarin albiimin agarda olusturduklar:
hidroliz zonlarinin biiyiikliigi (mm) Tablo 34°de belirtildi.
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Tablo 34. Meyerozyma guilliermondii izolatlarinin albiimin agarda olusturduklar

hidroliz zonlarinin biiyiikligii (mm)

30 °C 35°C

Izolat kodu pH pH pH50|pH  pH pH5.0

4.0 45 4.0 45
C-569, C-579, C-888, C-892, C-895, C-897, C-903, C-907,
C-914, C-918, C-922, C-942, C-979, C-953, C-949,C-1018,| 0 0 0 | <1 <1l <1
C-926, C-935
C-610, C-650, C-749, C-1000, C-1051, C-983, C-999, C-
987, C-1226, C-1245, C-1249, C-1251, C-1222, C-1236, C-
1248, C-1269, C-1240, C-1224, C-1264,C-1257, C-1259 c-| <1 <1 <1 | <1 <1 <1
1272
C-787, C-840, C-1082, C-1081, C-1148, C-1084, C-1149,
C-1213, C-1220, C-1178, C-1199, C-1202, C-1206, C-1181,
C-1132, C-1215, C-1162, C-1231, C-1179, C-1218, C-1227,
C-1165, C-1171, C-1164, C-1151, C-1254, C-1105, C-1153,
C-1216, C-1147, C-1253, C-1229, C-1241, C-1225, C-1262,
C-1265. C-954, C-924, C-961, C-088, C-894, C-928, C-945 | ~+ <1 0 | <1 <1 <1
C-938, C-904, C-962, C-1020, C-925, C-1033, C-1023, C-
1048, C-1086, C-1026, C-1015, C-990, C-1045, C-940, C-
1029, C-939, C-1028, C-959, C-1013, C-944, C-991, C-969,
C-976
C-960, C-898, C-1017, C-931, C-929, C-891 1 <1 0 <1 1 <1
C-974, C-968, C-934, C-975, C-955, C-092, C-887, C-1010, |<1 <1 0 0 <1 <1
C-908, C-886
C-995, C-927 <1 <1 0 0 <1 0
C-875, C-899, C-921 0 0 0 0 0 0
C-909 0 0 0 0 <1 <1
C-873, C-876, C-877, C-878, C-890, C-906, C-910, C-919 |0 0 0 0 <1 0
Candida albicans ATTC 10231 8-10 58 23 |7-10 67 2-4

Calisma izolatlarindan hazirlanan inokiilumlar, alblimin agar lizerinde 14-15 mm

¢apinda lireme zonu olusturdular.

Tablo 34’te goriildiigi gibi, izolatlarin ¢ogunda inokiilasyon yerinde olusan

yuvarlak tireme bolgesinin etrafinda proteolitik aktiviteyi gosteren seffaf zon olugmadi

veya zon yari ¢ap1 < 1 mm idi. Bu izolatlarda "proteolitik aktivite yok™ olarak belirlendi.

C-960, C-898, C-1017, C-931, C-929 ve C-891 izolatlarinda zon yart ¢apt 1 mm
Olgiildii ve "zayif proteolitik aktivite” belirlenmis oldu. Farkli pH degerleri ve

inkiibasyon sicakliklar1 arasinda proteolitik aktivitenin tesbit edilmesinde fark

goriilmedi. Pozitif kontrol olarak kullanilan Candida albicans ATTC 10231 referans
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susunda, pH azaldik¢a her iki inkiibasyon sicakliginda da daha biiyiik zon yart ¢api
olgildi.

Inkiibasyon siiresinin ardindan albiimin agar petrileri oda sicakliginda
parafinlenerek bekletildi. Oda sicakliginda birka¢ haftalik inkiibasyonun ardindan
alblimin agar’da pozitif kontroliin proteolitik aktivite zonu biiylimeye devam etti ve
giderek ¢alisma izolatlarinin etrafinda pozitif kontrol susunun proteolitik aktivite

zonuyla birlesen proteolitik aktivite zonu belirdi (Resim 11).

Resim 11. Meyerozyma guilliermondii izolatlarinin albiimin agar besiyerinde
goriiniimleri A. Inkiibasyon siiresi sonunda albiimin agar’m amido black
ile boyanmamig gortiniimii B. Amido black ile boyanmig gériiniimii C-D.
Oda sicakliginda uzatilan inkiibasyon sonunda goriiniimler. Besiyerlerin
ortasinda pozitif kontrol susunun inokiilasyon zonu ve hidrolitik zonlar,
pozitif kontrol susu etrafinda ¢alisma izolatlarinin inokiilasyon zonlari
goriilmektedir.
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7. TARTISMA ve SONUC

Meyerozyma guilliermondii, ¢ok sayida sinonim ile nomenlatiirii ve taksonomisi
oldukc¢a kafa karistirici bir tiir olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Fenotipik identifikasyon
yontemleri ile filogenetik olarak yakin iligkili oldugu tiirlerden ayrilamadigi
belirlenmistir. M. guilliemrondii’nin taksonomik pozisyonunun ve tiir diizeyinde tam
identifikasyonunun saglanabilmesi i¢in farkli molekiiler yontemler tanimlanmustir (3, 4,
11, 14, 18, 177).

Candida guilliermondii, C. albicans ile karsilastirildiginda diistiik dogal viriilans
gostermesine ragmen, insan hastaliklarina neden olma egilimi ve ¢oklu ilag direnci
ortaya koymasi ile ilgiyi tizerine ¢ekmistir (1, 26, 38, 31, 102). C. guilliermondii, non-
albicans Candida tiirleri arasinda Yyeni ortaya cikan bir patojen olarak dikkat
¢cekmektedir (22). Cogunlukla kanser hastalarinda enfeksiyon olusturmakla (20, 22, 28,
34-38) birlikte peadiatri hastalarinda da kandidemi etkeni olarak one ¢ikmaktadir.
Sporadik kandidemi vakalar1 yaninda tiiriin neden oldugu hastane kaynakli salginlar da
tamimlanmustir (30, 41, 42).

Calismamizda, kan kiiltiirlerinden izole edilen M. guilliermondii izolatlarinin kan
kiiltirlerinden izole edilen tim maya izolatlarina oran1 degerlendirilmistir. Bu oran
2006 yilinda %4.8, 2007 yilinda %5.1, 2008 yilinda %3.8 ile literatiirde belirtilen
oranlara yakindir. Birgok literatiirde C. guilliermondii’nin tiim kandidemilerin yaklagik
%?2’sinden sorumlu oldugu belirtilmistir (1, 19, 20-26, 29-31). Ancak M. guilliermondii
2009 yilinda, %71.3 ile kan kiiltiirlerinden izole edilen maya izolatlarinin biiyiik
cogunlugunu olusturmustur. Onceki yillarim M. guilliermondii izolayon oranlar1 ve
literatiir verileri degerlendirildiginde %71.3’liik oranin sasirtict derecede yiiksek oldugu
aciktir. Yalnizca Shah ve ark.’lann (42) 2012 yilinda Hindistan’dan bildirdikleri
calismalarinda, 22 haftalik siiregte pediatrik populasyonda kan kiiltiirlerinin %85.4 C.
guilliermondii izole etmislerdir. Calismamizda, 2010 yilinda bu oran %15.7’ye
gerilemistir. Girmenia ve ark.’larinin (28) 2006 yilindaki 22 yillik zaman araliginin
degerlendirildigi ¢alismalarinda C. guilliermondii 243 kandidemi epizotunun 29
(%11.7)’undan izole edilmistir. 2011 yilinda yeniden %35.4’e yiikselmis; 2012 yilinda
da %29.4 ile benzer oran devam etmistir. Medeiros ve ark.’lar1 (40) 2007 yilinda, bir

yilik bir zaman araliginda kan oOrneklerinin %43’tinden C. guilliermondii izole
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edildigini bildirmislerdir. Calismamizda yedi yillik siirecin tamami degerlendirildiginde
kan kiiltiirlerinden izole edilen M. guilliermondii izolatlarinin kan kiiltiirlerinden izole
edilen tiim maya izolatlarma oranm1 %28.7 bulunmustur. Ustelik ¢alismamizda oldukga

uzun bir zaman aralig1 degerlendirilmistir.

Candida albicans fungemilerden en sik izole edilen fungal patojen olarak
bildirilmektedir. C. albicans’1 C. parapsilosis ve C. tropicalis tiirleri takip etmektedir
(22, 28, 92-95). Calismamizda M. guilliermondii, 2006 ve 2007 yillarinda C. albicans,
C. parapsilosis ve C. tropicalis’i takiben en sik izole edilen 4. tiir olmustur. Dolayisiyla
2006 ve 2007 yillarinda tiir dagilimu literatiirle uyumlu bulunmustur. M. guilliermondii,
2008 yilinda C. parapsilosis, C. albicans ve C.tropicalis’i takiben yine en sik izole
edilen 4. tiir olmustur. Ilging olarak 2008 yilinda C. parapsilosis, C. albicans’ 1 gecerek
en sik izole edilen tiir olmustur. 2009 yilinda ise M. guilliermondii en sik izole edilen
tir olmustur. M. guilliermondii’yi C. albicans, C. parapsilosis ve C. tropicalis takip
etmistir. C. guilliermondii, 2010 yilinda C. albicans ve C. parapsilosis’i takiben en sik
izole edilen 3. tiir olmus, M. guilliermondii’yi C. tropicalis takip etmistir. 2011 ve 2012
yillarinda M. guilliermondii tekrar (2009 yilindaki gibi) en sik izole edilen tiir olmus, M.
guilliermondii’yi C. albicans, C. parapsilosis ve C. tropicalis takip etmistir. 2006-1012
yillar1 arasindaki 7 yillik siire¢ degerlendirildiginde C. albicans’1 (%29.2) takiben 2. en
stk 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

kiiltiirlerinden izole edilen mayalarin %16.2’sini olusturmustur.

Candida guilliermondii’nin fungemilerden en sik izole edilen tiir ya da tiirlerden
olmast literatiir genelinde ¢ok az rastlanan bir durumdur (40, 42). Dolayisiyla ¢aligma
bulgularimiz hayli sagirticidir. Bu veriler dikkate alindiginda "salgm" tanimi akla
gelmektedir. Ancak burada "yalanci salgin" durumuna dikkat etmek gerekmektedir.
Eger hastada fungemi klinik belirtileri yoksa; laboratuvarda izole edilen mikrorganizma
dogal vel/veya yapay bir c¢evreden kaynaklanmig olabilir. Bu durumda yalanci
enfeksiyondan ve yalanci salgindan s6z edilmektedir (184). Literatirde C.
guilliermondii’nin etken oldugu fungemi yalanci salginlari bildirilmistir (40-42).
Calismamizda hasta dosyalari incelenmediginden fungemiye ait Klinik belirtilerin

varlig1 degerlendirilememistir.
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Fungal patojenlerden kaynakli kan dolasimi enfeksiyonlarinin (fungemi) orani
hastalarin katater varligi, TPN alma ve yogun bakim biriminde yatma durumlariyla
iliskili bulunmustur. Santral intravaskiiler Katateri olan kan dolasimi enfeksiyonlu
hastalardan fungal patojen izole edilme orani [14,963 hastanin 1840’1 (%12.3)] santral
intravaskiiler katateri olmayan kan dolagimi enfeksiyonlu hastalardan [7240 hastanin
276’s1 (%3.8)] ti¢ kat daha fazla bulunmustur. Ayni sekilde TPN alan veya yogun bakim
birimindeki hastalarda fungemi gelisme olasilig1 (sirastyla %15.6, %11.0) TPN almayan
veya yogun bakim biriminde bulunmayan hastalardan (sirasiyla %6.4, %8.1) daha
yiksektir. TPN alan, santral intravaskiiler kataterli, yogun bakim birimlerindeki
hastalarda fungemi gelismesi daha olasidir (32). Damar i¢i kataterler, TPN alma ve
yogun bakim birimlerinde yatma, ¢ok sayida literatiir kaynaginda bu maya tiiriiniin
neden oldugu enfeksiyonlarin risk faktorleri arasinda bildirilmektedir (20-22, 26, 28-30,
32-35, 37-40, 58, 97, 100, 103).

Calismamizda ilk salgin piki ve ikinci salgin piki sirasinda siirveyans amactyla
alinan 13 farkli TPN soliisyonundan M. guilliermondii izole edildi. Ik salgin piki
doneminde 8 TPN soliisyonu oOrneginden, ikinci salgin piki déneminde 5 TPN
soliisyonu 6rneginden M. guilliermondii izolasyonu gergeklestirildi. Ayrica hastalardan
2’sinin yalnizca TPN soliisyonundan izolasyon gergeklestirilirken; 11 hastanin yakin
tarihli kan kiiltiirlerinden de tiiriin izolasyonu gergeklestirildi. TPN soliisyonundan M.
guilliermondii izole edilen ilk hastanin 27 giin 6ncesindeki kan kiiltiirinden; ikinci
hastanin ilk TPN soliisyonu orneginden 10 giin o6nceki, ikinci TPN soliisyonu
orneginden 22 giin 6ncesinde gonderilen kan kiiltiiriinden; ti¢tincii hastanin ayni tarihli
kan kiiltiirinden; dordiincii hastanin 4 giin 6nceki kan kiiltiiriinden; besinci hastanin 6
giin onceki kan kiiltiirinden M. guilliermondii izolasyonu gergeklestirildi. Altinci
hastanin ilk TPN soliisyonu 6rneginden M. guilliermondii izolasyonu &ncesinde kan
kiiltiirtinden M. guilliermondii izolasyonu s6zkonusu degilken, ikinci TPN soliisyonu ile
ayni tarihli kan kiltiirinden M. guilliermondii izolasyonu gergeklestirildi. Yedinci
hastanin TPN soliisyonundan yalnizca 1 giin 6nce gelen kan kiiltiiriinden, sekizinci
hastanin TPN soliisyonu ile ayni tarihte gonderilen kan kiiltiiriinden tiiriin izolasyonu
gerceklestirildi. Dokuzuncu hastanin yalmizca TPN  soliisyonundan izolasyon

gergeklestirildi. Onuncu hastanin TPN soliisyonundan 7 giin dnceki kan kiiltiiriinden
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tirtin izolasyonu gergeklestirildi. Onbirinci hastanin yalnizca TPN soliisyonundan
izolasyon gerceklestirildi.

Calismamizdaki M. guilliermondii kan izolatlarmin 7’si katater kani, 1’1 port kani
(%6.8, 8/119) izolatidir. Ayrica hastalardan 16’ sinin kan izolatiyla ayni epizod iginde
yer alan Kkatater kanlarindan da M. guilliermondii izole edilmistir (Ayn1 epizod iginde
yer alan izolatlardan ilk izole edilen ¢alismaya dahil edildiginden; bu izolatlar ¢alisma
suslart arasinda bulunmamaktadir). Toplam 24 hastanin (117 hastadan, %20.5) katater
kanindan (santral, arterial, periferik venoz katater kani, diyaliz katater kani, kaniil kani,
port kani, Katater pargasi) M. guilliermondii izole edilmistir. Calisma grubu hastalarin
ne kadarimin Kataterinin bulundugu bilgisine sahip olmamakla birlikte; c¢alisma
grubundaki hastalarin ne kadarmin katater kanlarindan M. guilliermondii izole edildigi
bilgisi verilmistir. Kan kiiltiirlerinden M. guilliermondii izole edilen c¢alisma grubu
hastalarinin  %20.5’unun Katater kanlarindan izolasyonun gergeklesmis olmasi, M.

guilliermondii fungemilerinde kataterin 6nemini vurgulamaktadir.

Calismamizdaki toplam 117 hastanin 58’1 (%49.6) yogun bakim servislerinde
yatmaktaydi. 7 farkli yogun bakim biriminden hasta bulunmakla birlikte, yogun bakim
hastalarimin yarisindan fazlasini tek basina yenidogan yogun bakim hastalar1 (34 hasta,
%58.6) olusturmaktaydi. Diger yogun bakim servislerini dahiliye yogun bakim servisi
(9 hasta, %15.5), aneztezi yogun bakim servisi (6 hasta, %10.3), gogiis hastaliklart
yogun bakim servisi (3 hasta, %5.2), noroloji yogun bakim servisi (2 hasta, %3.4),
norosirurji yogun bakim servisi (2 hasta, %3.4) ve pediatri yogun bakim servisi (2 hasta,

%1.7) olusturmaktadr.

Bulgularimiz TPN soliisyonu alma, katateri olma ve yogun bakim birimlerinde
yatma durumlarinin fungemi gelismesi agisindan risk faktorii oldugu yoniindeki literatiir
bilgilerini desteklemektedir. Bu faktorler M. guilliermondii fungemilerinde de goéze

carpmaktadir.

Hastane klinik laboratuvarlarmin ¢ogu giinliik ¢ok sayida klinik &rnekle
calismaktadir. Bu nedenle bakteri ve mantar tiirlerini, hizli ve biyokimyasal olarak
tanimlayan sistemler (Vitek, API, Microscan, AuxaColor gibi), rutin calismayi
kolaylastiran identifikasyon yontemleri olarak kullanilmaktadir (185). APl 20C AUX

mayalarin rutin identifikasyonu amaci ile sik kullanilan biyokimyasal, ticari bir
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yontemdir (59). APl 20C AUX sisteminin en biyiikk zorlugu kuyucuklar igindeki
tirbiditenin gozle okunmasidir. Bu durum okumanin gézlemciler arasinda kaydadeger
degisiklikle sonuglanmasina Yol agmaktadir. Buna karsihik tiir diizeyinde
identifikasyonun molekiiler olarak dogrulanmasi, yalnizca yeterli kaynaga (insan ve
ekonomi) sahip merkezlerde yapilabilmektedir. Oysa yanlig identifikasyon hem
epidemiyolojik hem Klinik etki ile sonuglanabilir. Hatali identifikasyon ve etiyolojik
teshis, Klinik a¢idan uygunsuz antifungal kullanimi ve tedavi basarisizligina neden

olabilir.

APl 20C AUX (BioMerieux, Fransa) biyokimyasal identifikasyon sistemi, 19
karbohidratin asimilasyonunu test etmek yoluyla 43 maya tiiriinii tanimlamaktadir.
Tablo 3’de, C. guilliermondii ve C. famata tiirlerinin APl 20C AUX V4.0 sisteminde
inkiibasyon siiresi sonunda karbohidrat asimilasyonlarin pozitif reaksiyon yiizdelerini
gosteren identifikasyon tablosu verilmektedir. Tablodan da anlasildig: gibi bu iki tiir bu

sistemle birbirinden tam olarak ayrilamamaktadir.

Calisma izolatlarmin ¢ogu Resim 2°deki karbohidrat asimilasyon profiline sahipti.
Izolatlar %84.3 C. guilliermondii, %15.6 C. famata olarak identifiye edildi. izolatlar 0,
INO, LAC igeren kuyucuklarda ¢ogalma gostermezken (seffaf-¢izgili goriiniim) diger
tim kuyucuklarda ¢ogaldi (beyaz, bulanik goriiniim). C-840 ve C-987 izolatlarinin
karbohidrat asimilasyon profili farkliydi. C-840 izolati, %60.3 C. guilliermondii ve
%39.6 C. famata olarak identifiye edildi. 0, XLT, INO, LAC igeren kuyucuklarda
cogalma gozlenmezken diger tiim kuyucuklarda ¢ogalma gozlendi. Bu izolat SDA’daki
koloni goériiniimiiniin R tipi, pirtiiklii ve krem rengi olmasi, kolonilerin besiyeri igine
invaze olmalar1 ve pasajlandik¢a koloni seklinin daha pirtiikli hale gelmesi ile
farkliydi. C-987 izolati, %53.8 C. famata, %46.1 C. guilliermondii olarak identifiye
edildi. 0, ARA, INO, LAC, TRE kuyucuklarin ¢ogalma gozlenmezken diger tiim
kuyucuklarda ¢ogalma gozlendi. C-987 izolati, SDA’da diger ¢alisma izolatlarina gore
daha yavas tiremesi ve daha kiigiik koloniler olusturmasi ile dikkat ¢ekti. Calisma
izolatlarinin tamami INO ve LAC karbohidratlarin1 asimile etmedi. Test sisteminden de
beklendigi gibi ¢alisma izolatlarimizin  biyokimyasal identifikasyonu C.

guilliermondii/C. famata seklinde sonuglandi ve net tiir ayrimi yapilamadi.
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Karbon asimilasyonlarmin ticari yontemle (ID32C; bioMerieux, Marcy 1I’Etoile,
Fransa) degerlendirildigi bir ¢alismada, 3 D. hansenii izolatinin tamami laktati asimile
ederken, P. guilliermondii ve P. caribbica izolatlar1 asimile etmemistir. Ayni ¢alismada
33 C. guilliermondii izolat1 i¢in sekiz, 18 P. caribbica izolat1 i¢in dokuz farkli karbon
asimilasyon paterni dokiimente edilmistir. Bu paternlerin bazilart her iki tiir tarafindan
da paylasilmus; biri her iki tiirde de siklikla goriilmiistiir. Ancak her D. hansenii izolati
benzersiz bir profile karsilik gelmis ve bu profillerin hi¢biri P. guilliermondii ve P.
caribbica suslarinda goriillmemistir (14). ID32C, APl 20 C AUX sisteminden farkli
olarak P. caribbica’yr da tanimlamaktadir ancak Desnos-Ollivier ve ark.’larinin
calismasindan da anlasildig1 gibi P. guilliermondii ve P. caribbica arasinda tam ayrim
yapamamaktadir. Desnos-Ollivier ve ark.’lar1 ID32C sisteminin D. hansenii’yi bu iki
tiirden ayirdigini belirtse de; ¢alismada kullanilan D. hansenii susu sayisi (n: 3) oldukga

azdir.

Gorildigt gibi kullandigimiz rutin biyokimyasal identifikasyon sistemi (diger
rutin - biyokimyasal identifikasyon sistemleri gibi) M. guilliermondii tiiriiniin
identifikasyonunda yetersiz kalmaktadir. M. guilliermondii’yi C. famata’dan fenotipik
olarak farklilastirmak olduk¢a zordur ve bu nedenle siklikla hatali identifikasyon
gerceklesmektedir. Ustelik C. famata gibi C. guilliermondii’den ayrilamayan, hatta rutin

biyokimyasal identifikasyon sistemleri ile tanimlanamayan tiirlerden s6z edilmektedir.

Candida guilliermondii olarak siniflandirilan  suslar ve telemorfu P.
guilliermondii, ozellikle Candida fermantati (telemorf Pichia caribbica) ve Candida
carpophila sinonimlerinin dahil oldugu, fenotipik olarak ayrilamayan, genetik olarak
heterojen bir kompleks olarak diisiinilmiistir (5, 6). RAPD paternleri ve izoenzim
profilleri ile C. fermentati’nin C. guilliermondii’den ayrilan bir tiir oldugu gosterilmistir
(6). Karsilagtirmali elektroforetik karyotipleme ile P. guilliermondii grubunun tiirleri
arasindaki iligski ¢alisilmistir. Alt1 elektroforetik karyotip tesbit edilmis ve ¢alismanin
sonuglarinin bir kismina gére Blastodendrion arztii, B. krausi, Candida amidovorans,
Candida guilliermondii var. japonica, Candida mamillae, Candida parapsilosis var.
tokyoensis ve Candida parapsilosis var. tuxtlensis C. guilliermondii’nin sinonimleri

olarak belirlenmis fakat Candida guilliermondii var. carpophila’nin C. guilliermondii
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var. guilliermondii ile ayni tiirde olmadig: bildirilmistir. Kalan dort elektrokaryotip
muallak ilave bilgi olarak kalmistir (10).

Kurtzman ve Robnett bir dizi ¢aligmada, niiklear DNA yeniden birlesme deneyleri
ile C. fermentati ile ayni tir oldugu belirlenen bir susta askosporulasyon rapor
etmislerdir. Bu askosporogenez tiir P. caribbica, anamorfu C. fermentati olarak
tamimlanmistir. Ayrica bu ¢alisma P. guilliermondii, Pichia caribbica ve C.
guilliermondii var. carpophila’ nin ayr1 taksonlar olarak temsil edildigini gostermistir.
Fakat tiirler arast NDNA iliskisi, %30-70 araliginda tesbit edildigi igin yakin iliskili
tirler olduklar1 belirlenmistir. C. fukuyamaensis ve C. xestobii’nin rRNA LSU D1/D2
gen sekansi C. guilliermondii’den tek bir niikleotid farkli bulunmustur. Sonug olarak, bu
klad’daki yakmn iligkili tiirler arasinda D1/D2 farkliliklarinin biiytikligii baz1 diger
ascomycota maya klad’larinin tiirlerinde goriilenden daha azdir (8, 9, 13).

Vaughan-Martini ve ark.’lar1 2005°deki ¢alismalarinda Pichia guilliermondii klad
iginde iki yeni tiir tammlamiglardir. Bu ¢alisma ile Candida fermentati’nin askosporik
sekli olan Pichia caribbica ve Candida guilliermondii var. carpophila, Candida
carpophila olarak tiir konumuna yiikseltilmistir. Geleneksel taksonomik Kkriterlerle
ayrilamayan bu yeni taksonlar; diisik DNA sekansi benzerligi, farkli elektroforetik
karyotipler ve 26S rDNA’nin D1/D2 bolgesindeki niikleotid farklilig: ile birbirlerinden
ve Pichia guilliermondii’den farklidirlar. D1/D2 sekanslari ile tiir tanimlanmasina
dayanarak; C. caribbica ve C. guilliermondii ii¢ niikleotit, C. caribbica ve C.
carpophila iki niikleotid ve C. guilliermondii ve C. carpophila bir niikleotid farkli
bulunmustur. C. carpophila, C. fukuyamaensis ve C. xestobii’nin ayni tiir oldugu
bulunmustur. Tiirtin bu grubundaki suslar D1/D2 farkliligi gostermemistir (11).

Lan ver ark’lar1 2006°da C. guilliermondii suslarindan C. fermantati suslarini
ayirabilmek icin farkli gen bolgelerinin ve restriksiyon endeniikleazlarin kullanilabildigi
PCR-RFLP yontemini gelistirmigler ve 37 C. guilliermondii susunun 32’sini C.
guilliermondii, 5’ini (%13.5) C. fermantati olarak tanimlamislardir (12). Medeiros ve
ark’lar1 2007°deki ¢aligmalarinda C. guilliermondii izolatlar1 arasindaki klonal yakinligi
RAPD ile calismis ve ayrica RAPD-Hinfl profili ile C. fermantati ve C. carpophila

taksonlarinin ayrimini saglamaya ¢alismiglardir (40). Lockhart ve ark.’lar1 2009°da, Lan
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ve ark.’larinin gelistirdigi PCR-RFLP yontemini kullanarak 149 C. guilliermondii
kompleks izolatindan 13 (%8.7)’linti C. fermentati olarak tanimlamiglardir (15).

Desnos-Ollivier ve ark.’lart 2008’de yaptiklar1 ¢alismada, ITS ve D1/D2
bolgelerinin birlikte sekanslanmasinin, C. guilliermondii ve D. hansenii tiirlerinin dogru
identifikasyonunda etkili bir yol oldugunu belirtmislerdir. Iki farkli rRNA gen
bolgesinin sekanslanmasi sonucunda, fenotipik olarak D. hansenii seklinde identifiye
edilen 26 izolatin, yalnizca 3°i D.hansenii, 6’s1 P. caribbica, 10’u P.guilliermondii, 2’si
C. haemulonii type Il, 2’si Clavispora lusitaniae, 3’ii Candida palmioleophila olarak
identifiye edilmistir. Bu nedenle D. hansenii’nin 6nceden diistintildiigii kadar yaygin bir
insan patojeni olmayabilecegi sonucuna varilmistir. Bu calismadaki 36 C.
guilliermondii izolatinin, 23’1 P. guilliermondii, 12’si P. caribbica, 1’1 P. jadinii olarak
identifiye edilmistir. C. guilliermondii ve D. hansenii izolatlarinin %58’inin fenotipik

identifikasyonun yanlis oldugu belirlenmistir (14).

Romi ve ark.’larn1 2014°deki ¢alismalarinda, M. guilliermondii’nin M.
caribbica’dan giivenilir sekilde farklilastirilabilmesi ig¢in ITS bolgesi iriinlerinin
kesildigi bir PCR-RFLP yontemini gelistirmislerdir. C. guilliermondii ATCC 6260 ve
M. caribbica CBS 9966 tip suslariin ITS sekanslari in silico olarak ¢ogaltilmis ve gok
sayida enzimle kesilmistir. Bu iki tiiriin birbirinden ayrilmasini saglayan bant profili
Tagl ile elde edilmistir. APl 20 C AUX ve D1/D2 sekansi ile ayrilamayan 55 M.
guilliermondii kompleks izolati, Tagl enzimi kullanilan ITS PCR-RFLP ile, 48 izolat M.
guilliermondii ve 7 izolat M. caribbica olarak ayrilmistir. Bu ¢alismada ITS-RFLP
yonteminin giivenilirligi ITS sekanslama, mitokondriyal DNA RFLP ve elektroforetik

karyotipleme ile dogrulanmistir (18).

Son yirmi yili askindir, farkli ¢alismalarda Candida famata/Debaryomyces
hansenii ve C. guilliermondii tiirlerinin ayrimimi saglamak amaciyla PCR primerleri
dizaynina calisilmistir. Ayrica ITS, 26S rRNA (D1/D2) ve IGS sekans karsilagtirma
calismalari, elektroforetik karyotipleme, PCR ve PCR-RFLP ile P. guilliermondii
klad’daki taksonlarin ayrimina katki saglanmistir (7, 11, 12, 14-18, 38).

Meyerozyma guilliermondii izolatlarmin yanlis identifikasyonundan ve M.
guilliermondii olmayan suslarin bu tiire yanlslikla ilavesinden tam olarak kaginmak

i¢in molekiiler yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Identifikasyon molekiiler yontemlerle
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gerceklestirilmedikge; bu tiiriin prevelans: ve insidansinin hatali belirlenmesi olasidir.
Ustelik tiir diizeyinde dogru identifikasyona maya benzeri organizmalar tarafindan
neden olunan tedavisi zor enfeksiyonlarin iistesinden gelmek igin ihtiyag duyulur. Tiire
ait dogal direncin var olup olmadig: bilgisine ancak bu sekilde ulasilabilir. Tam sus
karakterizasyonu sonrasinda servisler iginde direng yayiliminin takibi ve fungal
epidemiyoloji ilgili arastirmalar siirdiiriilebilir. Boylece enfeksiyon ve kolonizasyon
arasindaki baglanti ve maya tiirlerinin Klinik etkileri anlasilabilir. Tiir diizeyinde
giivenilir bir karakterizasyonun, o6zellikle yasami tehdit eden sistemik enfeksiyonlu
(fungemi, endokardit gibi) hastalarda, hem epidemiyolojik hem de Kklinik etki agisindan

onemli oldugu aciktir.

Fungal organizmalarin kesin identifikasyonu i¢in bir dizi gen bolgesinin degerli
oldugu kanitlanmistir. Bu amagla en sik rDNA gen kompleksi kullanilmaktadir (63, 64).
"Molecular Detection of Human Fungal Pathogens” baslikli 2011 basim Kitapta bu
amagcla kullanilan primerlerin genis bir listesi bulunmaktadir. Bu listede, rRNA gen
bolgelerinin tiimii igin 115 primer dizayn edildigi, bu primerlerden 49’unun 28S rRNA,
47’sinin 18S rRNA, 11’inin ITS, 4’iniin 5.8S rRNA ve 4’iniin IGS bolgesinin
amplifikasyonu ve sekanslanmasi igin tasarlandigi goriilmektedir (65). Bu listeye
bakildiginda c¢alismanin amacina uygun rRNA gen bolgesinin ve amplifikasyon-
sekanslama islemi igin 0 bolgeye 6zgii primer se¢iminin hayli kafa karistirict olugu

anlagilmaktadir.

20 yildan fazladir, niikleer rRNA sistronlar1 fungal teshis ve filogenetik calismalar
icin kullanilmigtir. Ribozomal sistronlar arasinda ITS bolgesi, funguslarin en genis
kapsamli sekilde identifikasyonunda en iyi olasilik olarak degerlendirilmistir. Ciinkii
ITS bolgesi igin tiirler arasindaki ve tiir i¢indeki niikleotid varyasyanlari daha agik
sekilde tanimlanabilmistir. ITS, "Fungal Barkodlama Konsorsiyumu™ tarafindan “primer
fungal DNA marker’1" olarak diigiiniilmistiir. Ayrica mayalar i¢in, biiyiik alt {initenin
D1/D2 bolgesi de tiir karakterizasyonu igin benimsenmistir (186). Ancak Kurtzman-
Robnett ve Vaughan-Martini ¢alismalarinda P. guilliermondii klad igindeki tiirlerin
ayriminda D1/D2 bdlgesinin sekanslanmasiin yeterli olmadigini belirtmislerdir (8, 9,
11, 13). Bu nedenle g¢alisma izolatlarimizin identifikasyonu amaciyla ITS bolgesinin

sekanslanmasina karar verilmistir.
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Tibbi 6nemi olan mayalarin ITS bdlgesinin  sekanslanmasi  yoluyla
identifikasyonunun gergeklestirildigi bir c¢alismada, 86 tiire ait 373 izolatin (299
referans sus ve 74 klinik izolat) hem ITS1 hem de ITS2 sekanslar1 gergeklestirilmistir.
ITS1 ve ITS2 sekans analizi ile dogru identifikasyon oranlar1 sirasiyla %96.8 (361/373)
ve %99.7 (372/373) olarak bulunmustur. Sonu¢ olarak, tibbi 6nemi olan mayalarin
identifikasyonunda ITS bolgesinin giivenilir ve konvansiyonel identifikasyon
yontemlerine alternatif oldugu sonucuna varilmistir. Bu ¢alismada 4 referans sus, 3
klinik sus olmak tizere 7 C. guilliermondii izolat1 kullanilmus; Klinik izolatlardan biri
ITS1, ITS2 ve D1/D2 bolgesi sekanslari ile C. parapsilosis olarak tesbit edilmistir.
Boylece bir C. guilliermondii klinik izolatinin fenotipik yontemle gergeklestirilen hatali

identifikasyonu diizeltilmistir (176).

SENTRY ve ARTEMIS siirveyans programlari sirasinda toplanan ve cesitli ticari
sistemler (Vitek, MicroScan, APl ve AuxaColor) tarafindan C. famata olarak
tanimlanan 53 susun rRNA gen bélgelerinin (ITS, D1/D2, IGS) sekanslanmasi ile,
suslarin 19°u C. guilliermondii, 14’1 C. parapsilosis, 5’1 C. lusitaniae, 4’i C. albicans,
3’ C. tropicalis ve 5’1 diger Candida tiirleri (2’si C. fermentati ve 1’er izolat C.
intermedia, C. pelliculosa ve P. fabianni) olarak tanimlanmistir. Ayrica 3 C. famata
susu da, Kodomaea ohmeri, Debaryomyces nepalensis ve Debaryomyces fabryi olarak
tamimlanmustir. Bu ¢alismada farkl ticari sistemler tarafindan tanimlanan suslar, Vitek 2
ile yeniden tanimlanmistir. Vitek 2 sistemi sonuglart DNA sekanslama sonuglari ile
%56.6 uyumlu bulunmustur. Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight
(MALDI-TOF) sonuglar1 ise DNA sekanslama sonuglariyla %81.1 uyumlu
bulunmustur. Bu ¢alismada DNA sekanslama ile tanimlanan K. ohmeri, D. nepalensis
ve D. fabryi, MALDI Biotyper veritabaninda mevcut degildir. Bu sonuglar C. famata’
nin fungal enfeksiyonlardaki varligmmin kabul edilenden ¢ok daha az oldugunu
gostermektedir (185). Bu sonuglar rutin identifikasyon sonuglarmin C. famata olarak

bildirilmemesi gerektigini gostermektedir.

Calisma izolatlarimizin ITS bélgesinin sekanslanmasi sonucu elde edilen sekans
verileri, tim ITS sekansi, ITS1 ve ITS2 sekansi olmak {izere iic ayr1 sekans olarak
GenBank’ da degerlendirildi. C-569, C-610 ve C-650 izolatlari, tim ITS sekansi
sonuglart Meyerozyma guilliermondii DMRF-5 (accesion no: KC237294), Candida
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carpophila N12C (accesion no: DQ666191), Debaryomyces hansenii var. fabryi
CBS8417 (accesion no: AF209874) referans sekanslari ile sirasiyla %2100-%99-%99
uyumlu; ITS1 sekansi ile Pichia guilliermondii ATCC 6260 (accesion no: AY939792)
referans sekansi ile %100 uyumlu; ITS2 sekansi ile Meyerozyma guilliermondii DMRF-
5 (accesion no: KC237294), Debaryomyces sp. R99 (accesion no: JQ665430) referans
sekanslar1 ile %100 uyumlu bulundu. C-569, C-610 ve C-650 izolatlari, tiim ITS sekansi
ile M. guilliermondii olarak tanimlanirken; tiim ITS sekansimin C. carpophila ve D.
hansenii var. fabryi izolatlarinda ayni1 oldugu belirlendi. S6zkonusu {i¢ izolat 1TS2
sekansi ile Debaryomyces sp. tiirlerinden ayrilamadi. Ancak ITS1 sekansi bu izolatlari

Pichia guilliermondii olarak tanimladi.

Diger izolatlarin (C-840 hari¢) tiim ITS sekansi sonuglari, Pichia guilliermondii
ATCC 6260 (accession no: AY939792), Candida carpophila strain N12C (accession
no: DQ666191), Debaryomyces hansenii var. fabryi CBS8417 (accession no:
AF209874) referans sekanslari ile sirasiyla %100-%100-%99; ITS1 ve ITS2 sekansi
sonuglar1 Pichia guilliermondii ATCC 6260 (accession no: AY939792) referans sekansi
ile %100 uyumlu bulundu. Sézkonusu izolatlarda tiim ITS sekansi ile P. guilliermondii
ve C. carpophila tiirleri birbirinden ayrilamadi. Ancak ITS1 ve ITS2 sekanslari ise bu

izolatlar1 Pichia guilliermondii olarak tanimladi.

Meyerozyma guilliermondii’nin tanimlanmasinda, ITS1 bélgesinin diger ITS
bolgelerinden daha ayirt edici oldugu goriilmektedir. Ancak biyokimyasal
identifikasyonda oldugu gibi ITS bolgelerinin sekanslanmasi ile de bu tiiriin C.
famata/D.hansenii kompleksden ve Candida carpophila gibi filogenetik olarak yakin
iliskili oldugu tiirlerden ayriminin netlik kazanmadig1 gériilmektedir. Ustelik dzellikle
C. carpophila ve M. guilliermondii ile birlikte Meyerozyma yeni cinsine dahil edilen M.

caribbica tiirii ile ilgili GenBank’ da yeterli DNA sekans verisi bulunmamaktadir.

Calisma izolatlarinin ITS bolgesi DNA sekans sonuglari, 1 izolat hari¢ (C-840),
biyokimyasal identifikasyon ile uyumlu (135/136, %99.3) bulunmustur. Dolayisiyla ITS
bolgelerinin sekanslanmasi sonucunda, C. guilliermondii izolatlarinin APl 20C AUX ile

biyokimyasal identifikasyonunun oldukga giivenilir oldugu sonucuna varilmaistir.

C-840 izolat1 tim ITS, ITS1 ve ITS2 bolgesi DNA sekanslarinin tiimiinde
Candida membranifaciens W14-3 (accession no: EF197812)/Candida friedrichii CBS
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4114 (accession no: HQ283377) referans sekanslari ile sirasiyla %99-%99, %100-%98
ve %100-%99 uyumlu bulundu. Tim ITS sekansi ile bu iki tiir arasinda ayrim
yapilamazken; ITS1 ve ITS2 sekanslari, C. membranifaciens lehine yorumlanabilir.
ITS1 sekansi bu iki tiriin ayrimi i¢in daha dogru bir tercih olarak goériinmektedir.
Ustelik C. membranifaciens kullandigimiz biyokimyasal identifikasyon Kiti tarafindan

tanimlanamamaktadir.

Calismamizda, C-840 izolatinin APl 20C AUX ile gergeklestirilen karbohidrat
asimilasyonu (%60.3 C. guilliermondii, %39.6 C. famata) ve SDA’daki kiiltiir
Ozellikleri diger tiim c¢alisma izolatlarindan farkliydi. Bu izolat tiim ¢alisma
izolatlarindan farkli olarak XLT’yi asimile etmedi. Bu durum, biyokimyasal
identifikasyon sonucunda bu susu C. famata’ya yaklastirmis olsa da ITS1 ve ITS2
sekanslari, bu izolatin C. membranifaciens oldugunu gostermektedir. Bu izolatta ITS
sekansi ile hatali biyokimyasal identifikasyon diizeltilmistir. Bu sonug ile biyokimyasal
identifikasyon sonuglarmin ve Kkoloni goriiniimiiniin, molekiiler identifikasyona
gidilmesi gereken suslarin belirlenmesinde yonlendirici olabilecegi anlagilmaktadir. Bu
durumdaki izolatlar i¢in sekans yoluyla identifikasyona gidilmesi dogru epidemiyolojik

verilerin elde edilmesine katki saglayacaktir.

Candida membranifaciens gol suyu, bitkiler ve boceklerden izole edilmistir (187).
Cok nadir olmakla birlikte Klinik 6rneklerden tiiriin izolasyonu gergeklestirilmistir.
Ustelik AIDS’li bir hastadan fungemi etkeni olarak izole edilmistir (188, 189). C.
membranifaciens, C. guilliermondii gibi biyoteknolojik ©&neme sahiptir. Deniz
cevresinden izole edilen Candida membranifaciens subsp. flavinogenie W14-3 susunun
riboflavin drettigi (190) ve bitki patojenlerinin biyolojik kontroliinde rol oynadigi
gosterilmistir (191). D1/D2 gen sekansi filogenetik analizi ile P. guilliermondii’nin
Pichia cinsinin tip tiirii P. membranifaciens ile uzaktan akraba oldugu gésterilmistir (9).
Filogenetik olarak yakin iliskili (4) C. membranifaciens ve C. friedrichii tirlerinin
ayriminin saglanmasi i¢in D1/D2 bolgesinin sekanslanmasi tavsiye edilse de (192);
onceleri C. membranifaciens klad’in iyeleri olarak tanimlanan (187) simdilerde
Yamadazyma klad’a ait bu maya tiirlerinin tanimlanmasinda ITS1 bdlgesinin yeterli
oldugu belirtilmistir (193).
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C-987 izolatimin karbohidrat asimilasyonu (%53.8 C. famata, %46.1 C.
guilliermondii) ve SDA’daki koloni goriiniimii, diger tim izolatlardan farkli bulundu.
Bu izolat tiim calisma izolatlarindan farkli olarak ARA, TRE’yi asimile etmedi.
Karbohidrat asimilasyon profilindeki farklilik ve ve kiiltiir 6zellikleri ile diger ¢alisma
izolatlardan farkli olan bu susta tiir diizeyinde dogru identifikasyon igin ITS sekansi
yeterli olmamig olabilir. Bu izolat i¢in baska rDNA gen bolgelerinin (D1/D2, 1GS)

sekanslanmasi faydali olabilir.

Castanheira ve ark.’larinin 2013’deki ¢alismasinda, C. famata suslarindan biri
Vitek 2 ve DNA sekanslama ile Kodamaea ohmeri olarak tanimlanmis ancak MALDI-
TOF ile diistik skorlu (<2.00) olarak C. guilliermondii olarak tanimlanmistir. Ciinkii
Kodamaea ohmeri MALDI-TOF veritabaninda bulunmamaktadir (185). Bizim
calismamizda 1 C. guilliermondii izolat1 (C-1261) farkli koloni goriiniimii (C. tropicalis
kolonisine benzeyen, mat goriiniimlii, besiyeri i¢ine invaze olan koloni) nedeni ile API
20C AUX ile yeniden identifiye edildi ve Kodamaea ohmeri (%99.9, identifikasyon
kodu: 6106172) olarak tanimlandi. Bu izolatin ITS PCR iriinii yaklasik 350 bp
biyiikliigiindeydi. C. guilliermondii izolatlarindan oldukga farkli asimilasyon profili ve
ITS PCR iiriin biyiikliigii nedeni ile bu sus calisma izolatlar1 arasinda yer almadi.
Anlasildig1 tizere Kodamaea ohmeri mevcut tiim sistemlerde identifikasyonu problemli;

C. famata ve C. guilliermondii tiirleri ile karismasi olasi bir tiirdiir.

Debaryomyces hansenii tam sekansi1 2004°de gergeklestirildikten sonra GeneBank
sekans verilerinin bazilarinin hatali oldugu anlasilmigtir. D. hansenii var. fabryii olarak
2001°de girilen CBS 8417 susunun ITS sekansi bunlardandir; 2006°da CBS verilerinde
P. guilliermondii olarak yeniden tanimlanmistir. Benzer sekilde 2002’de D. hansenii
var. fabryii olarak GenBank’da kaydedilen BPY-01 susu ITS sekansinin P.
guilliermondii tip sus CBS 566’nin ITS sekanst ile ayn1 oldugu tesbit edilmistir (1).

Molekiiler identifikasyonun giivenilirligi, karsilastirmalarin yapildigr veri
tabaninin giivenilirligine baglidir. Her aragtirmaci iicretsiz sekilde GenBank’a yeni bir
DNA sekansi gonderebilir. Bu yiizden veritabanindaki sekanslarin sayisi siirekli olarak
artmaktadir. GenBank veritabaninin ana dejavantaji gonderilen verilerin bir sorumlu
tarafindan kontrol edilmeyisidir. Hatali veri girisleri reddedilmez ve cins/tiir adlarindaki

filogenetik degisiklikler diizenli olarak giincellenmez. Daha kisithh CBS veritabani ise
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fenotipik ve taksonomik olarak iyi valide edilmis identifikasyona sahip izolatlarin

sekanslarini igermektedir (61).

Guniimiizde 172.000 tam wuzunlukta fungal ITS sekanst Genbank’ da
depolanmistir. Bunlarin %56’s1 ¢ift isimli organizmalarla iligkilidir. ITS bolgesi
sekanslari, yaklasik 500 yayindaki 11.500 bilimsel ¢alismadan ortaya ¢ikan, 2.500 cins
ve 15.500 tiire aittir (186).

Nguyen ve ark.’lar1 2009 yilinda D. hansenii ve C. famata tiirlerinin
farklilagtirilmasi i¢in IGS bdlgelerinin amplifikasyon iriiniiniin Alul ile kesilmesine
dayali bir PCR/RFLP yontemi (IGSAF) gelistirmislerdir. Bu caligmada tiim 1GS
bolgesinin amplifikasyonu i¢cin LR13 ve SR21 primerleri dizayn edilmistir (177). Bu
yontem, yine Nguyen ve ark.’lar1 tarafindan 2011°de C. guilliermondii ve yakin iligkili
oldugu tiirlerin ayrimina uyarlanmistir. Bu yolla D. hansenii, C. famata ve Pichia
guilliermondii kompleks ad1 altinda P. guilliermondii, C. carpophila, C. fermantati, C.
xestobii taksonlarinin, tim IGS bolgeleri amplifikasyon iiriinlerinin Alul restriksiyon

endoniikleaz kesimi ile olusan bant profilleri baz alinarak ayrimi saglanmustir (17).

Nguyen ve ark.’larinin 2011°de gelistirdikleri bu yontem, ITS sekanslamanin C.
guilliermondii’nin tanmimlanmasinda yeterli ayrimi saglayamadigi fikrinden yola
cikarak, calisma izolatlarimiza uygulandi. rDNA tiim IGS gen bdlgesi PCR firiinlerinin
Alul restriksiyon endoniikleaz kesimi ile tiim galisma izolatlarinda C. guilliermondii
CBS 566 ve P. guilliermondii CBS 2030 referans suslar1 ile ayni restriksiyon bant
profili gézlendi. Boylece ITS DNA sekansi sonuglarinda yer alan M. guilliermondii
disindaki identifikasyonlar dislanmis, calisma izolatlarimin net identifikasyonu
saglanmis oldu. Bu ¢aligma IGSAF yonteminin Klinik izolatlara uygulandigi ilk ¢aligma
olma o6zelligindedir. Nguyen ve. ark. 2011°de yaptiklar1 calismaya gore, 1GS bdlgesinin
PCR/RFLP’si veya sekanslanmasi, ITS veya D1/D2 sekanslamaya alternatif veya
tamamlayict olarak kullanilabilir. Bu g¢alismada bahsi gegen P. guilliermondii, C.
carpophila, C. fermantati, C. xestobii, D. hansenii ve C. famata tiirlerinin tiim IGS
sekans uzunluklar1 2.5-2.8 kb biiyiikligiinde, 1GS2 bolgesinin agaroz jeldeki molekiil
biytikligi ise 2.1-2.4 kb arasinda bildirilmistir (17). Bu biiyiiklikteki PCR iiriinlerinin
sekans1 pratik olmadigindan 1GS1 (NTS1) bolgesinin sekansinin  bu tiirlerin

identifikasyonunda alternatif olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu bolgenin uzunlugu C.
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guilliermondii CBS 2030T susu i¢in GenBank’da (accession no: AM992960) 400 bp
olarak bildirilmistir (177). Bizim g¢alismamizda IGS bolgesinin PCR/RFLP’si, ITS

sekanslamanin tamamlayicisi olarak kullanilmustir.

Calisma izolatlarmin identifikasyonunda ve taksonomik pozisyonunun
belirlenmesinde ITS gen bolgesinin  sekanslanmasmnin  ve IGSAF yonteminin
kullanilmastyla, ¢alismanin sonraki asamalarinda yapilacak molekiiler epidemiyolojik
caligmalarin saglam bir temele oturtulmasi saglandi. Calismamiz kan kiiltiirlerinden
izolasyon orani oldukga diisiik olan M. guilliermondii tiirine ait, literatiir genelindeki en
biiyiik klinik izolat koleksiyonuna sahiptir. Bu durum, izolatlarin rutin biyokimyasal
identifikasyonlarinin hatali olabilecegini akla getirmektedir. Calisma izolatlarinin
identifikasyonun molekiiler olarak dogrulanmasiyla hatali biyokimyasal identifikasyon

olasilig1 ortadan kaldirilmstir.

Calismamizda pulse field jel elektroforezi-karyotipleme protokolii sonunda P.
guilliermondii CBS 2030 ve C. guilliermondii CBS 566 referans suslarinda 6’sar
kromozom band1 gozlendi. Ancak bu iki referans susa ait karyotipleme bant profilleri
farkliydi. Literatiirde bu tiire ait ¢ok az elektroforetik karyotipleme ¢alismasi
bulunmaktadir. Bai 1996’da referans suslarla yaptig1 ¢alismada karyotipleme ve DNA
baz icerigini kullanarak C. guilliermondii suslar1 arasinda C. fermantati tiiriinii
tamimlamigtir  (5). Bai ve ark.’lar1 2000’deki ¢alismalarinda, C. guilliermondii
kompleks’de yer alan taksonlar arasindaki taksanomik iligkiyi elektroforetik karyotipleri
karsilagtirarak ~ ¢alismiglardir.  (10). Vaughan Martini ve ark.’lar1  2005’deki
calismalarinda  karyotiplemeyi  P.  guilliermondii  klad’daki  yeni tiirlerin

tanimlanmasinda DNA sekans karsilastirmalari ile beraber kullanmislardir (11).

Calismamizda, kullandigimiz referans suslarin PFGE-EK bant profilleri literatiir
calismalari ile ayn1 bulundu. Calismamizda referans suslarin PFGE-EK ¢alismasi, tiire
ait klinik izolatlar arasinda klonal iligkiyi degerlendirebilmek igin protokoliiniin
optimizasyonu amaciyla yapildi. Yani bu yontem c¢aligmamizda molekiiler

epidemiyolojik analiz amagl kullanildi; taksonomik amacli degildi.

Calismamizda EK sonuglari, farkli her karyotipleme bant profili bir karyotipi
temsil edecek sekilde yorumlandi. 9 hastaya ait 12 klinik ve siirveyans izolatinda 5
farkli karyotip elde edildi. Karyotip B (8 izolat) calisilan 12 izolat arasinda baskin
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karyotipti. Az sayida izolatta 5 farkli karyotipin belirlenmesi; karyotiplemenin, M.
guilliermondii tiirtine ait epidemiyolojik olarak iliskili izolatlarin Kklonal iliskisinin

arastirilmasi i¢in faydali olabilecegini diisiindiirmektedir.

Her iki salgin doneminde de karyotip B’nin hakim oldugu goriildi. Salgin
donemlerine ait olmayan 1 ve 3 nolu izolatlar, diger tiim izolatlardan farkli karyotipe
sahipti. Bu sonug karyotiplemenin, M. guilliermondii’nin epidemiyolojik olarak iliskili
izolatlariin ayriminda faydali olabilecegini desteklemektedir. Ilging sekilde, 2007
yilinda izole edilen ve salgin donemlerine ait olmayan 2 nolu izolat ise salgin

izolatlariyla ayni Karyotipe sahipti.

Ayni hastanin (hasta no:4) iki farkli fungemi epizotundan izole edilen klinik
izolatlar (izolat no: 4, tarih: 06.10.2009 ve izolat no: 6, tarih: 09.11.2009) ve bir TPN
izolatinin (izolat no:5, tarih: 03.11.2009) EK bant profilleri degerlendirildiginde; ilk
epizod kan izolat1 ile TPN izolatinin ayn1 karyotipe sahip oldugu ancak ikinci epizod
kan izolatinin diger tiim izolatlardan farkli bir karyotipe sahip oldugu belirlendi. Bu
durum ayni hastanin iki ayr1 epizotta, M. guilliermondii’ye ait iki farkli susla enfekte
olmus olabilecegini ve TPN ve kan izolatinin ayni sus olabilecegini diisiindiirmektedir.
Ustelik TPN izolati, klinik izolatlar arasinda en yaygin olarak tesbit edilen karyotip B
genotipindedir.

Ayni tarihte (08.10.2009) farkli servislerden (Dahiliye-Onkoloji ve Dahiliye-
Gastroenteroloji Servisi) gonderilen 6rneklerden izole edilen iki kan izolati (izolat no: 7
ve 8) aym karyotipe (B) sahipti. Ustelik karyotip B, calisilan izolatlar arasinda en
yaygin olarak tesbit edilen karyotipti. Bu durum aymi M. guilliermondii susunun
hastanenin farkli servislerinde bulunduguna isaret etmektedir. Ustelik bu servisler

fiziksel olarak hastane i¢inde yakin yerlesimlidir.

Ayni hastaya ait kan ve rektal siiriintii izolatlarinda (sirasiyla izolat no: 10 ve 11)
farkli karyotipler goriildii. Ilging sekilde, rektal siiriintii izolati salgin donemleri
izolatlart ile ayn1 karyotipe (karyotip B) sahipti ancak kan izolati diger tiim izolatlardan
farkli karyotipe sahipti. Salgin donemlerine ait baskin genotipin rektal siiriintii
izolatinda bulunmasi ve hastanin kan izolatinin farkli bir karyotipe sahip olmasi, ayni
hastada farkli M. guilliermondii suslarinin kolonizasyon ve enfeksiyonunun birlikte

seyrettigi seklinde yorumlanabilir.
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Pulse field jel elektroforezi-Genomik DNA’nin restriksiyon enzim analizi igin
uygun restriksiyon enzimini belirlemeye ¢alisan tek ¢alismay1 Chou ve ark.’lar1 2007°de
C. tropicalis tiiriinde yapmuslardir. C. tropicalis izolatlarimin PFGE analizi i¢in uygun
enzim se¢imi amaciyla C. tropicalis referans susunda (ATCC 13803) denenecek
enzimlere, S. cerevisiae genomunun (12.1 Mb) 34 farkli restriksiyon endoniikleaz
enziminin kesimi ile olusan ortalama fragment biiyiiklikleri baz alinarak karar
verilmistir (194). C. tropicalis, S. cerevisiae tiirii gibi AT zengin bir genoma sahiptir.
Bu kaynakta BssHII’ nun ortalama fragment biiyiikligii 27.000 bp’dir ve bu enzim ile
benzer biiyiikliikte fragment olusturan 11 enzim C. tropicalis referans susunda deneme
igin segilmistir. BovCl, BssHII, Eagl, Nael, Nhel, Pacl, Pmel, Rsrll, Sbfl, Sfil, SgrAl ve
Smal enzimleri denenmis ve BssHII, Nael ve Rsrll C. tropicalis’ de PFGE-REAG igin
faydali enzimler olarak tesbit edilmistir. Bu ti¢ enzim 9 klinik C. tropicalis izolatinda
calisilmig ve Nael en ¢ok PFGE tipi ve en yiiksek ayrim giicii gosterdigi igin en uygun
enzim olarak belirlenmistir. Restriksiyon enziminin se¢imi fungal tiirlerin PFGE

protokollerinin standardizasyonu i¢in anahtar konumundadir (195).

Pulse field jel elektroforezi i¢in uygun restriksiyon enziminin se¢iminde en
onemli faktor hedef DNA’nin %GC igerigidir. %GC igerigi yiiksek genomler i¢in AT
tanima bolgeli restriksiyon enzimleri secilmektedir. Yani genomun GC igerigi ne kadar
fazla ise restriksiyon enziminin tanima bolgesindeki GC orani1 0 kadar az olmalidir.
Ancak bu konudaki genellemeler prokaryot genomlari {izerinden yapilmistir (196).
PFGE-REAG igin hedef DNA iizerinde kismen az sayida bdlgeden kesen ve biiyiik
DNA fragmentleri veren enzimlerin kullanilmasi tavsiye edilmektedir. Cok sayida
kiigtik fragment (10 kb’dan daha diisiik) olusturan enzimlerin bu amagla kullanilmasi
miimkiin degildir. 6 bp’dan daha biiyiik sekanslari taniyan restriksiyon enzimleri, biiyiik
fragmentler olusturduklar1 i¢in potansiyel olarak daha faydalidirlar. Simdilerde ticari
olarak mevcut 8 bp tanima bolgesi olan dokuz restriksiyon enzimi bulunmaktadir.
Bunlardan Notl, Sfil, Srfl, Ascl, Pacl ve Swal GC igerigi yaklasik %35-55 olan

genomlarda nadir kesen enzimler olarak bilinmektedir. (85).

Calismamizda M. guilliermondii  tiriinde PFGE-REAG  protokoliiniin
optimizasyonu calismasina BssHII restriksiyon enzimi ile baslandi. Ciinkii BssHII,

maya PFGE calismalarinda en siklikla kullanilan restriksiyon enzimiydi (87, 91, 183,
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197-200). BssHII enzimi ile restriksiyon isleminin dogrulugunu kontrol etmek igin C.
albicans SC5314 referans susu kullanildi. Ancak BssHII enzimi ile kesimde en biiyiik
bant 150 kb biiyiikliigiindeydi ve bantlarin ¢ogu 50 kb civarina yigilmisti. 50 kb
civarinda olusan smear, yakin biiyiikliiklerde ¢ok fazla bandin ayni1 bolgede yi1gildig: ve
birbirinden ayrilamadigi seklinde yorumlandi. Dolayisiyla bu enzimin tiirin PFGE-

REAG c¢aligsmasi i¢in uygun olmadigi sonucuna varildi.

Bizim ¢alismamizda 6 bp tanima bolgeli Bsal, BssHII, Hindlll, Nael, Nhel, Smal,
Sphl, Xbal; 7 bp tanima bolgeli Sapl; 8 bp tanima bolgeli Notl, Pacl ve Sfil restriksiyon
endoniikleaz enzimleri kullanildi. C. guilliermondii %GC igerigi (%43.8, %44.4) (3,
54), C. tropicalis’in %GC igeriginden (%33.1) (54) daha yiiksek oldugu igin, S.
cerevisiae susunun restriksiyon endontikleaz kesimleri ile olusan ortalama fragment
biytiklikleri ve enzimlerin tanima bdlgelerindeki GC igerigi dikkate alinmadan;
referans M. guilliermondii suslarinda denenecek enzimler Chou ve ark.’larinin

kullandig1 kaynaktan secildi (195). S6z konusu kaynaga ilave olarak Bsal da galigildi.

Ureme durumu bilinmeyen (anamorf-telemorf) M. guilliermondii  klinik
izolatlarinin PFGE-REAG yonteminin optimize edilmesinde, ireme durumunun etkili
olup olmadigini1 anlamak igin hem anamorf hem de telemorf referans sus ¢alisildi. Hem
anamorf hem telemorf referans susta, ¢alisilan tiim enzimler i¢in ayn1 enzimin ayni
restriksiyon bant profilini verdigi gozlendi. Boylece ¢aligilacak klinik izolatlarda tireme
durumunun etkili olmayacagi sonucuna varildi. Restriksiyon bant profili daha silik
gozlenen Sfil ile birlikte Notl ve Pacl kesim iiriinleri, molekiiler biiyiiklik marker’t
araligina dagilmis ve daha net ayirt edilebilen bantlar seklindeydi. Bu nedenle Notl,
Pacl, Sfil restriksiyon enzimleri M. guilliermondii klinik izolatlarinin PFGE-REAG ig¢in
daha uygun enzim adaylaridir. Notl ve Pacl 8 bp tanima bolgeli enzimlerdir. Notl
tanima bolgesi GC, Pacl tanima bolgesi ise AT niikleotidlerini icermektedir. Sfil ise GC
yaninda 5N (herhangi bir niikleotitten ard arda 5 tane) icermektedir. Bu sonuglara
bakildiginda M. guilliermondii izolatlarinin PFGE-REAG igin, genomun %GC
iceriginin enzim se¢iminde yonlendirici olmadig1 ancak 8 bp tanima bdlgeli restriksiyon
enzimlerinin daha uygun oldugu sonucuna varildi. Buna gore ilave olarak Ascl, Asel,
Pmel, Sbfl, Srfl, Swal 8 bp tanima bolgeli ve BbvCl 7 bp restriksiyon endoniikleazlar da

C. qguilliermondii ve P.guilliermondii referans suslarinda denenebilir. Literatiir
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genelinde farkli maya tiirlerinin PFGE-REAG c¢alismasi igin Sfil (87, 91, 183, 201, 202)

ve Notl enzimlerine rastlanmaktadir (203). Pacl ise heniiz bu amagla kullanilmamustir.

Voss ve ark.’lar1 1998’deki ¢alismalarinda 7 farkli Candida tiiriine (C. albicans,
C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. pseudotropicalis ve C.
guilliermondii) ait referans izolatlara PFGE EK, REAG-BssHII ve RAPD (sonra CA2
olarak adlandirilan primer 1283 ile) analizi gergeklestirmislerdir. Calisma bu
yontemlerin epidemiyolojik olarak iligkisiz izolatlarda ayrim giiciinii belirlemek igin
yapilmigtir. Bu tiplendirme yontemlerinden higbirinin ve kombinasyonlarinin C.
guilliermondii referans suslar1 arasinda ayrim saglayamadigi sonucuna varilmistir. Bu
calisma ile 4 C. guilliermondii referans susunda tek bant farkliligi igeren 2 farkli bant
paterni bildirilmistir (198). Calismada tiirlere ait kromozom sayis1 belirtilmemis, sadece
karyotipler ifade edilmistir. Ayrica 7 farkli tiir i¢in ayn1 enzim ve aym elektroforez

kosullar1 kullanilmus; tistelik hig jel gortintiisti verilmemistir.

Chen ve ark.’lar1 2005°de yaptiklar1 ¢alismada, 53 C. albicans klinik izolatininin
genetik iligkisini degerlendirmek i¢in PFG-EK, BssHII ve Sfil restriksiyon enzimlerini
kullanarak PFGE-REAG ve rep-PCR yontemlerini karsilagtirmiglar ve bu yontemlerin
hepsinin ayn1 hastadan izole edilen klonal olarak iliskili izolatlar1 tanimlayabildigini
bulmuslardir. PFGE-BssHII, 40 genotip tamimlayarak en yiiksek ayrim giiciinii
sergilerken, PFGE-Sfil 35 genotip, rep-PCR 31 genotip tanimlamistir. Karyotipleme 19

genotip tanimlayarak en diisiik ayrim giiciine sahip yontem olarak belirlenmistir (87).

Heo ve ark.’lar1 2011°deki ¢alismalarinda, mekanik ventilasyonlu yogun bakim
birimi hastalarinin dental plak, trakea ve bronkoalveolar lavaj sivisindan izole edilen 50
C. albicans izolatinin genetik iliskisini PFGE-EK ve BssHIlI (REAG-B) ve Sfil (REAG-
S) kullanarak PFGE-REAG ile galismiglardir. Bu yontemler ile ayni hastanin izolatlari
genetik olarak ayrilamazken, farkli hastalarin izolatlar1 genellikle farkli genotiplere
sahip bulunmustur. Bu yontemler arasinda REAG-B, ayrim giicii en yiiksek yontem
olarak belirlenmistir. Ayn1 hastanin oral ve trakea-bronsial bolgelerinde genetik olarak
benzer suslarin bulunmasi, oral kavitenin mekanik ventilasyonlu hastalarin trakea ve
akcigerine C. albicans’in yayilimi i¢in onemli bir kaynak olabilecegi seklinde

yorumlanmustir (183).
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Abdeljelil ve ark.’lar1 2011°deki c¢alismalarinda, neonatal yogun bakim
birimindeki hastalardan ve saglik ¢alisanlarindan izole edilen 89 C. albicans izolatinin
molekiiler tiplendirmesini EK ve RAPD (CAl ve CA2 primerleri) analizi ile
gerceklestirmislerdir. EK’nin en diisik ayrim giiciine sahip oldugu bildirilmistir.
Calisma bulgulari, neonatal yogun bakim biriminde saglik ¢alisanlarindan hastalara sus
transferini ve hastane kaynakli bulasi ortaya koymustur (204). EK, bu calismada
tiplendirme sonuglarina katki saglamak i¢in tamamlayici teknik olarak kullanilmustir.
Ciinkii C. albicans suslarinda ayrimi iyilestirmek ve dogru sonuglar elde etmek igin en

az iki farkli molekiilerin teknigin birlikte kullanilmasi tavsiye edilmektedir (205).

Abdeljelil ve ark.’lar1 2012°deki galismalarinda, neonatal yogun bakim biriminde
invaziv kandidiyazis salgminin arastirilmas: amaciyla, 6 hastadan elde edilen 18 C.
albicans izolati ve ayni tinitede ¢alisan onikomikozisli 2 saglik ¢alisanindan izole edilen
2 izolati, PFGE-EK ve REAG-S (Sfil) kullanarak genotiplendirmislerdir. PFGE-Sfil,
epidemiyolojik olarak iligkili izolatlarin ayriminda daha etkili bulunmustur. Sonuglara
gore, saglik calisanlarina ait suslar spesifik suslardi, yani hasta izolatlariyla iliskisizdi.
Neonatal 3 hastanin izolatlar1 ise ayni klonal orjine sahip bulunmustur ve bu durum
horizontal gecise isaret etmistir. Diger 3 hastanin izolatlar1 ise vakalarin rastlantisal
oldugunu gosterecek sekilde spesifik bulunmustur. Katater iliskili kandidemi
vakasindan izole edilen susta (horizontal gegis izolat1), mikroevrim EK ile

gozlenmezken Sfil ile gbzlenmistir. (202).

Khattak ve Bruine 1999°da, iki hastanenin yogun bakim birimlerindeki ciddi C.
parapsilosis salginlari1 PFGE-EK ile arastirmislardir. Caligilan toplam 9 izolatin 2’si,
yogun bakim birimlerinden birindeki iki hemsirenin ellerinden izole edilmistir. Bu
calisma ile genetik olarak farkli ii¢ grup tanimlanmistir. Hemsirelerin ellerinden izole
edilen iki izolat ile bir hastaya ait kan kiiltiirii izolatr; iki hastanin kan kiiltiirii izolatlari;
bir hastaninin intra-abdominal abse izolati ile umbilikal swap izolat1 ayn1 PFGE tipine
sahip bulunmustur. PFGE ile Kkaryotipleme, C. parapsilosis suslar1 arasindaki ayrimi
saglamak igin yararli bir molekiiler ara¢ olarak tanimlanmis ve gelecek C. parapsilosis
enfeksiyonlarinin epidemiyolojisini degerlendirmek igin yararli olacagi Ssonucuna
varilmustir (206). Literatiir genelinde klinik C. parapsilosis izolatlarinin PFGE-EK ve
BssHII ile DNA subtiplemesini igeren ¢alismalar bulunmaktadir (197, 207).
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Bir iiniversite hastanesinin cerrahi yogun bakim birimindeki 34 hastay: etkileyen
C. tropicalis’in etken oldugu kandidiiiri salgint PFGE-BssHII ile degerlendirilmistir.
Salginin  kaynagini ve risk faktorlerini belirlemek igin ¢evreden ve saglik
calisanlarindan c¢ok sayida ornek alinarak siirveyans calismasi yapilmustir. idrar atik
yolu ile iligkili 6 ¢evresel ornekte C. tropicalis iiremistir. PFGE-BssHII analizi ile
yogun bakim birimindeki 19 hastadan izole edilen 22 C. tropicalis izolatinin tiimii ve 6
cevresel Ornek izolati aynt PFGE-REAG paternine sahip bulunmustur. Calismaya
katilan 22 epidemiyolojik olarak iliskisiz izolat ise farkli bant paternleri
olusturmuslardir. Vaka kontrol ¢alismasi ile risk faktorii belirlenememesine ragmen
molekiiler tekniklerin kullanildigi bu epidemiyolojik arastirma, s6z konusu yogun
bakim biriminde infeksiy6z tibbi atiklarin uygunsuz uzaklastirilmasit sonucu tek bir
Klonun c¢apraz kontaminasyon ile C. tropicalis kandidiiiri salgimina yol actigini
gostermistir. Bu sonuglar BssHII kullanilarak gerceklestirilen PFGE-REAG yonteminin
Candida salgmlarmin kaynagini belirlemede ve C. tropicalis suslarin1 ayirmada faydali
oldugunu gostermistir (199). Calismada S. cerevisiae kromozomal DNA’s1 molekiiler
agirlik marker’1 olarak kullanilmis ve jel goriintiilerinin gozle degerlendirildigi dikkat

¢ekmektedir.

Chen ve ark.’larmin 2009°daki, yogun bakim hastalarindan izole edilen seri C.
tropicalis klinik ve siirveyans izolatlarinin molekiiler epidemiyolojisinin MLST ve
PFGE-Nael ile degerlendirildigi ¢alismalarinda, 14 hastaya ait 50 izolat ¢aligilmis ve iKi
yontemin sonuglari uyumlu bulunmustur. Coklu izolat1 olan 14 hastanin 11° inde ¢oklu
izolatlar ayn1 veya hayli iligkili MLST ve PFGE-Nael genotipi gostermistir. Bu durum
her hastada bir Candida susunun 1srarc1 kolonizasyonu seklinde yorumlanmustir. Yine
bu ¢aligmada, ayn1 hastaya ait izolatlarda mikrovaryasyon ve tiiriin baska bir susu ile

yer degisikliginden s6z edilmektedir (208).

Lin ve ark.’lar1 2007’de yaptiklar1 ¢alismada, 80 C. glabrata susunun genetik
iligkisini PFGE ve MLST yontemleri ile degerlendirmis ve MLST’ nin PFGE-
BssHII’den daha diisiik ayrim giicii sergiledigini bulmuslardir. Elde edilen genotip ve
sekans tipleri flukonazol, vorikonazol ve amfoterisin B ila¢ duyarliliklarindan bagimsiz
bulunmustur. Coklu izolat1 bulunan 25 hastadan 19 hastanin (%76) izolatlar

degerlendirildiginde, her hastanin izolatlar1 kendi i¢inde ayni1 veya hayli iliskili izolatlar
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olarak tanimlanmigtir. Bu durum her hastanin C. glabrata izolatinda genetik siirekliligin
veya mikrovaryasyonun varligi olarak yorumlanmistir. Bu hastalardan 6’sinin (%24)
izolatlar1 ise kendi iginde farkli genotip ve sekans tipleri gostermistir. Bu durum ise
zamanla bir klondan fazlasiyla kolonizasyon veya farkli bir sus ile yerdegistirme olarak
yorumlanmugtir (200). C. glabrata izolatlarinin EK ile degerlendirildigi ¢alismalar da
bulunmaktadir (209).

Fenotipik identifikasyonu ITS2 bolgesinin sekanslanmasiyla dogrulanmus,
Kodamaea (Pichia) ohmeri fungemili 6 hastanin biitiin izolatlar1 ve referans sus, benzer
EK bant profiline sahip bulunmustur. Fenotipik izolasyonu ITS sekansi ile K. ohmeri
olarak dogrulanmayan 3 hastanin izolatlarinda tamamen farkli EK profili elde
edilmistir. Bu durum bu tiiriin diger tiirlerden ayriminda PFGE-EK’nin etkili oldugu
seklinde yorumlanmistir. EK ile bu tiirtin seri izolatlar1 arasinda 1-2 bant farklilig
goriilmistir. Notl ile kesim sonucunda, 6 hastanin izolatlarinda 6 farkli genotip
tanimlanmistir.  Ayni zamanda ayni hastanin Seri izolatlarinda da ayni patern
goriilmistiir. Biitiin hastalarin farkli kesim profili gostermesi, fungemilerin sporadik
olarak gergeklestigini goOstermistir. Ayrica ayni hastanin izolatlar1 amfoterisin B,
flukonazol, vorikonazol, itrakonazol, kaspofungin ve mikafugin i¢in aynm1 MIK

degerlerinde bulunmustur (203).

Dib ve ark.’lar1 1996°da, 18 C. rugosa izolatinda tiplendirme sistemi olarak PFGE
EK ve RFLP-Sfil kullanmislardir. izolatlarm 10°u dnceden tanimlanan (9 izolat yanik
tinitesi, 1 izolat diger) bir salgina aitti. Karyotipleme ile yanik {initesinden elde edilen 9
izolat ayni1, diger servisten gelen izolat farkli paterne sahip bulunmustur. Salgin izolati
olmayan izolatlarda farkli karyotip paternleri goriilmiistiir. Salgin izolatlarinin RFLP-
Sfil uygulamasi, EK ile ayni sonucu verirken; salgin izolati olmayanlarda EK, RFLP
paterni ile ayrilamayan bazi izolatlart ayirmistir. PFGE-EK, C. rugosa suslari arasindaki

ayrimi saglamak i¢in en yararli molekiiler tiplendirme araci olarak goriilmektedir (201).

Literatlir ¢aligmalar1 gdzden gecirildiginde, PFGE-EK yoOnteminin tiir ayrimi
amaciyla taksonomide hem de suslar arasindaki klonal iliskiyi ¢alismak amaciyla
molekiiler epidemiyolojide kullanildigr goriilmektedir. Calismamizda EK, tiir diizeyinde
identifikasyonu molekiiler yontemlerle dogrulanmis M. guilliermondii tiiriine ait klinik

ve siirveyans izolatlariin Klonal yakmligint degerlendirmek i¢in kullanilmistir. PFGE-

104



REAG c¢alismalarinin ise daha siklikla C. albicans izolatlarinda olmak {izere C.
parapsilosis, C. tropicalis ve C. glabrata izolatlarinda ve 2000 yilindan itibaren
yogunlastig1 goriilmektedir. Ancak maya literatiiriinde molekiiler epidemiyolojik analiz
calismalarinin  ve molekiiler epidemiyolojik analiz yontemi olarak PFGE’nin
kullanildig1 ¢alismalarin az kabul edilebilecek sayida oldugu goriilmektedir. Bu durum,
maya enfeksiyonlari endojen kaynakli (210) diistiniildiigiinden funguslarda "salgin"
kavramina az rastlanmasindan ve bu yontemin uygulama zorlugundan kaynaklaniyor
olabilir. Calismamiz M. guilliermondii tiirtine ait Kklinik izolatlarin molekiiler
epidemiyolojisinin PFGE-EK ile galisildig: ve bu tiire ait PFGE-REAG protokoliiniin

optimize edildigi yegane ¢alisma olmasi bakimindan énemlidir.

Salgin analizi i¢in tim M. guilliermondii ¢alisma izolatlarimin PFGE-EK ve
REAG bant profillerinin belirlenmesi gerekmektedir. Her iki yontemin ayrim giici
hesaplanarak epidemiyolojik olarak iliskili M. guilliermondii izolatlarinin ayrilmasinda
ayrim giicii yiiksek olan yontemin kullanilmasi gerekmektedir. Hasta dosyalarinin
incelenmesi ve hastane enfeksiyon kontrol komitesi araciligiyla ulasilacak
epidemiyolojik verilerin elde edilmesi gerekmektedir. Bu sekilde epidemiyolojik ve
molekiiler epidemiyolojik verilerin birlikte yorumlanmasi ile salgin analizine katkida

bulunulabilecektir.

Calismamizda antifungal duyarlilik testleri flukonazol, vorikonazol, itrakonazol
ve flusitozin igin Sensititre YeastOne (TREK Diagnostic Systems, ABD) mikrodiliisyon
kiti ile ¢alisilmistir. Klinik ¢alisma izolatlarinin %39’u (47 izolat) i¢in antifungal
duyarhilik testleri yapilmistir. Antifungal duyarliliklar1 belirlenen izolatlarin 46°s1 M.

guilliermondii, 1’i C. membranifaciens idi.

Calismamizda antifungal duyarlilik c¢alisilan 46 M. guilliermondii Klinik
izolatindan, yalnizca 1’1 (C-962) flukonazol direngli, 2’si (C-787 ve C-876) flukonazol
doz bagimli duyarli (SDD) tesbit edilmistir. Flukonazol direngli izolat ayn1 zamanda
vorikonazol ve itrakonazol de direngli bulunmustur. Ustelik bu izolatta her ii¢ antifungal
icin de MIK degeri, test edilen MIK degerlerinin iistiinde goriinmektedir. Flukonazol
SDD izolatlardan biri (C-876) ayn1 zamanda itrakonazol direngli iken digeri (C-787)
itrakonazol SDD olarak belirlenmistir. S6zii gecen itrakonazol direngli iki izolat harig

test edilen tiim izolatlar itrakonazol SDD tesbit edilmistir. VVorikonazol direngli bir
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izolat hari¢ diger tiim izolatlar vorikonazol duyarli bulunmustur. Ustelik vorikonazol

icin MIK degerleri oldukga diisiik belirlenmistir.

Candida guilliermondii izolatlar1 ¢gogunlukla flukonazol duyarli olmakla birlikte
flukonazol direngli izolatlar rapor edilmistir (14, 22, 28, 26, 29, 34, 104-117). Ustelik
azollere ¢apraz direng de rapor edilmistir. Tietz ve ark.’lar1 flukonazol ve itrakonazol
direncli; Chakrabarti ve ark.’lar1 da flukonazol, itrakonazol ve vorikonazol direngli bir
izolat tanimlamiglardir. VVorikonazol ve posakonazol g¢apraz direnci ise literatiirde ii¢
kez bildirilmistir (38, 100, 109, 117). Vorikonazoliin C. guilliermondii’ye karsi
flukonazolden daha etkili oldugu, azoller arasindaki en etkili molekiiliin vorikonazol
olabilecegi belirtilmektedir (26, 34, 110-115) C. guilliermondii ¢alisma izolatlarimizin
azol duyarliligi sonuglari literatiirle uyumludur. Izolatlarimizin flukonazol ve
vorikonazol MIK degerleri, vorikonazoliin C. guilliermondii’ ye kars1 flukonazolden

daha etkili oldugu yoniindeki literatiir bilgisini desteklemektedir.

Calismamizda test edilen biitiin C. guilliermondii izolatlar1 flusitozin duyarli
bulunmustur. Ustelik bir izolat harig¢ biitiin izolatlarda MIK degerleri test edilen en
diisiik MIK degerlerinde seyretmistir. Flusitozin MIK degeri diger tiim izolatlardan
yiiksek ¢ikan bu izolat (C-962), flukonazol, vorikonazol ve itrakonazol direngli olan

izolattir.

Masala ve ark.’larmin hastane kaynakli salgin varligini molekiiler olarak
dogruladiklar ¢alismada, C. guilliermondii fungemi etkeni 5 izolatin tiimii 5-flusitozin
direcli bulunmakla birlikte (39) bu tiire ait izolatlarin ¢ogu flusitozin duyarli olarak
bildirilmistir (113).

Candida membranifaciens (C-840) izolatinin flukonazol duyarli, itrakonazol SDD
oldugu ve bu antifungaller igin MIK degerlerinin M. guilliermondii izolatlarina yakin
oldugu tesbit edilmistir. Bu izolat vorikonazol duyarli bulunmakla birlikte MIK degeri
M. guilliermondii izolatlarinda gériilenden en az iki MIK diisiik teshit edilmistir. Bu
izolat ¢calismanin flusitozin direngli tek izolat1 olma ozelligindedir. C. membranifaciens
izolati igin test edilen antifungal duyarlilik profili M. guilliermondii izolatlarindan farkli
bulunmustur. Bu durum klinik izolatlarda antifungal duyarlilik profilinin takibinin DNA
sekanslama yoluyla identifikasyona gidilmesi gereken izolatlarin belirlenmesinde

yonlendirici olabilecegini diisiindiirmektedir.Cendejas-Bueno  ve ark.’larinin 2010
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yilindaki c¢alismalarinda, ITS sekanslama ile identifiye edilmis bir Candida
membranifaciens izolatinin antifungal duyarlilik sonuglari flukonazol direngli,
vorikonazol duyarli (MiK:1 pg/ml), itrakonazol direngli, flusitozin intermediate
bildirilmistir. Vorikonazol MiK degerinin yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu izolat in
vitro olarak test edilen biitiin azol bilesiklerine karsi yiiksek MIK veya direng
gostermistir (210). Fenotipik olarak identifiye edilmis, flukonazol duyarli ve direngli
birer izolat bildirilmistir (211). Literatiirdeki c¢alismalarda bu tiire ait antifungal
duyarlilik sonuglar1 ¢ok az sayida izolata aittir. Bu tiire ait antifungal duyarlilik
sonuglari, Klinik 6rneklerden nadiren izole edilen tiirlerin antifungal duyarliliklarinin

anlasilmasi ve klinik basar1 agisindan oldukga degerlidir.

Candida guilliermondii nadiren de olsa antifungal ajanlarin birka¢ farkli sinifina
(polyenlere, azollere ve ekinokandinlere) azalmis duyarliik ve direng
gosterebilmektedir (1). Bu nedenle farkli gruplardan antifungallerin test edilmesi ile
tedavi en iyi sekilde yonlendirilebilir ve klinik basariya katki saglanabilir.
Calismamizda azol ve flusitozin olmak iizere iki grup antifungal test edilirken polyen ve

ekinokandin grubu antifungal test edilmemistir.

Calismamiz, antifungal duyarlilik testi uygulanan M. guilliermondii izolati
sayisinin  (n:46) literatlir ¢aligmalarinin  ¢ok stiinde olmasi ve bu suslarin

identifikasyonlarinin molekiiler olarak dogrulanmis olmasi ile 6nem tasimaktadir.

Ray ve ark.’lar1 1990’da yaptiklart g¢alismada, C. guilliermondii izolatinda
proteolitik aktiviteyi pH 4.5 ve 7.0 albiimin agar’da degerlendirmis ve pH 4.5’da zayif
proteolitik aktivite rapor etmislerdir. Bu ¢alismada inkiibasyon oda sicakliginda ve 4
giin siire ile gergeklestirilmistir (47). San Millan ve ark.’lart 1997°de az sayida C.
guilliermondii izolatinda, albiimin agarda 20 giine uzayan inkiibasyon sonunda salgi
aspartik proteaz aktivitesini -yok- veya -zayif- olarak bildirmislerdir (6). Dostal ve
ark.’larinin 2003’de yaptiklar1 calismada substrat olarak hemoglobin kullanilmis ve 9 C.
guilliermondii izolatinda 30 °C’de 7 giinliik inkiibasyonun ardindan proteolitik aktivite
saptanamamig ancak uzayan inkiibasyon sonucunda cok diisiik proteolitik aktivite
olusturduklart bildirilmistir (48). Bramono ve ark.’ larinin 2006’da yaptiklari ¢alismada,

4 Klinik C. guilliermondii izolatinin proteaz aktivitesi Lowry yontemi ile 6l¢iilmiis ve
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zaylf aktivite rapor edilmistir. Substrat olarak yine albiimin kullanilmistir (49). M.
guilliermondii’nin SAP gen ailesine sahip oldugu bilinmektedir (46).

Calismamizda kan kiiltiirlerinden izole edilmis ¢ok sayida M. guilliermondii
izolatinda salg1 aspartik proteaz aktivitesini -yok- veya -zayif- tesbit etmemiz, literatiir
sonuglariyla ve M. guilliermondii’nin virtilansinin diisiik oldugu yoniindeki genel
yargiyla uyumludur. Bu sonug, proteaz aktivitesinin patojenite i¢in olmazsa olmaz bir
virtilans faktorii olmadig: seklinde yorumlanabilir. Ancak hem mayayla hem de konakla
ilgili diger faktorler de degerlendirilmelidir. Caligmamiz M. guilliermondii izolatlarinda,
sadece olast bir viriilans faktdrii arastirilmistir. Ustelik calisma izolatlarimizin izole
edildigi hastalarin biiyilk ¢ogunlugu yogun bakim, pediatri ve hematoloji-onkoloji
servislerinde yatan hastalar oldugundan; hasta dosyalarinin incelenmesi yoluyla bagisik
durumu, altta yatan hastalik durumu, invaviz girisim varlig1 gibi konaga ait faktorlerin
belirlenmesi  gerekmektedir. Aynm1 sekilde hastalarda fungemi iligkili Klinik
semptomlarin varligi arastirilarak gercek fungemi ve Ornegin kontaminasyonu

durumunun ayrimi saglanmalidir.

Literatiir ¢aligmalar1  degerlendirildiginde, c¢alismalarda az sayida C.
guilliermondii susunun proteaz aktivitesi bakimindan degerlendirildigi goriilmektedir.
Proteaz aktivitesini tesbit etmek i¢in kullanilan agar yonteminde substrat, inkiibasyon
stiresi, inkiibasyon sicakligi ve besiyeri pH degerinde degisiklikler oldugu; agar yontemi
yaninda Lowry gibi spektrofotometrik Olgiim yontemlerinin - de  kullanildig:
goriilmektedir. Ancak substrat olarak siklikla albiimin kullanilmigtir. Bu nedenle
calismamizdaki deneylerde, albiimin igeren farkli pH degerlerindeki besiyerler, uzun
inkiibasyon siiresi ve farkli inkiibasyon sicakliklari kullanilmistir. Literatiirde farklh
inoklilum miktarlarindan s6z edilmekte ya da inokiilum miktar1 belirtilmemektedir.
Calismamiz inokiilum miktari, 1.0 McFarland maya siispansiyonundan 10 pl olacak
sekilde literatiir degerlerinin istiinde hiicre sayisina sahipti. Bu sekilde proteaz
aktivitesinin tesbit edilebilecegi kosullar yakalanmaya calisildi. Ancak bu kosullara
ragmen proteaz aktivitesi belirlenemedi yada zayif diizey aktivite belirlendi. Ancak
inkiibasyon siiresinin bitiminden itibaren oda sicakliginda bekletilen albiimin agar
besiyerlerinde, pozitif kontrol susunun proteolitik aktivite zon yarigapinin genisleyerek

caligma izolatlarinin inokiilasyon zonu etrafini ¢cevreledigi ve ¢alisma izolatlar etrafinda
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1-2 mm’lik bir proteaz aktivitesi zonu olusturdugu gorilmistiir (Resim 11). Bu gézlem
kullanilan yontemin proteaz aktivitesini belirlemek icin yeterli olmayabilecegini

diistindiirmektedir.

Calismamizda, biyokimyasal olarak M. guilliermondii olarak dogrulanmis
izolatlardan 135’1 ITS DNA sekans analizlerine gére M. guilliermondii ve bir izolat C.
membranifaciens olarak tanimlanmistir. M. guilliermondii izolatlarinin  tiimiiniin
identifikasyonlart PCR-RFLP analizi ile dogrulanmistir. Flukonazol ve itrakonazol doz
bagimli duyarl: bir izolat; flukonazol doz bagimli duyarli, itrakonazol direngli bir izolat;
pan-azol (flukonazol, vorikonazol, itrakonazol) direngli bir izolat belirlenmistir.
Itrakonazol direngli iki izolat hari¢ tiim izolatlar itrakonazol doz bagimli duyarl
bulunmustur. Izolatlarda proteolitik aktivite yok veya zayif saptanmistir. M.
guilliermondii’nin identifikasyonunda biyokimyasal ve molekiiler yontemlerin %99.3
uyumlu oldugu gosterilmistir. ITS gen bolgesi iginde yer alan 1TS1 bolgesinin bu
tirlerin tanimlanmasinda daha spesifik oldugu saptanmistir. PFGE-EK sonuglari, ayni
hastada ayni tiire ait farkli suslarin kolonizasyon ve enfeksiyonunun birlikte seyrettigi,
ayni susun hastanenin farkli servislerinde bulundugu, ayni hastanin iki ayr1 epizotta tiire
ait iki farkli susla enfekte oldugu ve ayni hastanin TPN ve kan izolatinin ayni sus
oldugu seklinde yorumlanmigtir. M. guilliermondii suslarinin PFGE-REAG ig¢in Notl,
Pacl ve Sfil enzimlerinin uygun oldugu belirlenmistir. Boylece M. guilliermondii
suslarinin epidemiyolojik analizlerinde PFGE-EK ve PFGE-REAG yontemlerinin

kullanilabilirligi gosterilmistir.
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8. SONUCLAR

Ocak 2006-Aralik 2012 tarihleri arasindaki 7 yil siiresince 119 hastaya ait 121
Klinik ornekten ve 15 siirveyans orneginden izole edilen toplam 136 Meyerozyma

guilliermondii izolati1 galisma kapsamina alindi.

1. Tim ¢alisma izolatlarinin rDNA ITS gen bolgesinin DNA sekanslamasi ile
olusan, tim ITS, ITS1 ve ITS2 bolgesi sekanslarinin ayr1 ayr1 degerlendirilmesi sonucu
tir diizeyinde identifikasyon gergeklestirildi. ITS1 bolgesi sekansi, tiirii biyokimyasal
identifikasyonla uyumlu olarak M. guilliermondii olarak tanimladi ancak ITS2 ve tim
ITS sekanslari, izolatlarin Debaryomyces hansenii ve Candida carpophila tiirlerinden

ayrimini saglayamadi.

2. Tim c¢alisma izolatlarmin rDNA tim IGS gen bolgesi amplifikasyon
trtinlerinin Alul restriksiyon profillerinin belirlendigi PCR-RFLP yo6ntemiyle, M.
guilliermondii  tiriiniin  biyokimyasal identifikasyonla ve ITS sekanslama ile
ayrilamadigi taksonlardan ayrimi saglandi. ITS DNA sekanslama ve PCR-RFLP
yotemleriyle, tiire ait c¢ok sayida izolatin biri hari¢ kalaninin tiir diizeyinde
identifikasyonu M. guilliermondii olarak molekiiler olarak dogrulandi. Bir izolat DNA

ITS sekanslama ile Candida membranifaciens olarak tanimlandi.

3. Pichia guilliermondii CBS 2030 ve Candida guilliermondii CBS 566 referans
izolatlart kullanilarak PFGE-EK ve PFGE-REAG protokolii optimize edildi. Soz
konusu tiirde PFGE-REAG islemi igin uygun restriksiyon endoniikleaz enzimi tesbit
edildi. Turiin PFGE-REAG islemi igin Notl, Pacl ve Sfil enzimlerinin uygun oldugu

belirlendi.

4. Klinik ve silirveyans izolatlarindan 12’sinin PFGE-EK bant profilleri
belirlenerek; klonal yakinliklar1 degerlendirildi. Az sayida izolatin 5 farkli EK’e sahip
oldugu bulundu. Bu durum EK’nin epidemiyolojik olarak iliskili izolatlarin klonal
yakinhigimin degerlendirilmesinde bu yontemin kullanilabilecegi seklinde yorumlandi.
12 izolatin 8’inde ayni karyotip tesbit edildi ve bu izolatlar arasinda TPN soliisyonu ve
rektal siiriintii surveyans izolati1 da vardi. Bu ¢alisma sonuglari ile, ayni hastada ayn tiire
ait farkli suslarin kolonizasyon ve enfeksiyonunun birlikte seyrettigi, ayni susun

hastanenin farkli servislerinde bulundugu, ayni hastanin iki ayri epizotta tiire ait iki
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farkli susla enfekte oldugu ve ayni hastanin TPN ve kan izolatinin ayni sus oldugu

distiniildi.

5. Meyerozyma guillermondii olarak tanimlanan 46 klinik ¢alisma izolatinin ve 1
C. membranifaciens izolatinin flukonazol, vorikonazol, itrakonazol ve 5-flusitozin
antifungal duyarliliklar1 belirlendi. M. guillermondii izolatlar1 arasinda flukonazol doz
bagimli duyarl, itrakonazol doz bagimli duyarli bir izolat; flukonazol doz bagiml
duyarl, itrakonazol direngli bir izolat; flukonazol, vorikonazol ve itrakonazol direngli
bir izolat belirlendi. Direngli ve doz bagimli duyarl bildirilen bu ii¢ izolat disindaki tiim
izolatlar flukonazol, vorikonazol ve flusitozin duyarli bulundu. itrakonazol direngli iki
izolat hari¢ test edilen tiim izolatlar itrakonazol doz bagimli duyarli tesbit edildi.
Flusitozin direngli M. guilliermondii izolat1 belirlenmedi. Calismamizda pan-azol diregli
bir izolat edildi. C. membranifaciens izolatin belirlenen antifungal duyarlilik profili

M. guilliermondii izolatlardan farkli bulundu.

6.Tim c¢alisma izolatlarmin salgr aspartik proteaz aktivitesi farkli pH
degerlerindeki albiimin gar besiyerlerde, farkli inkiibasyon sicakliklarinda ve uzun
inkiibasyon siirelerinde test edildi. izolatlarda -proteolitik aktivite yok- veya -zayif-

olarak belirlendi.

Calismamiz rutin biyokimyasal yontemlerle M. guilliermondii olarak identifiye
edilmis ¢ok sayida izolatin identifikasyonunun molekiiler yontemlerle dogrulanmig
olmasi, klinik ve siirveyans izolatlarmin klonal yakihiginin PFGE-EK ile
degerlendirilmesi, bu tiire ait molekiiler epidemiyolojik calismalarda kullanilabilecek
PFGE-REAG protokoliiniin optimize edilmesi ve identifikasyonu molekiiler olarak
dogrulanmis izolatlarmn antifungal duyarliliklariin  ve salgi aspartik proteaz

aktivitesinin degerlendirilmis olmasi ile 6nem tagimaktadir.

Salgin analizi igin, tiim ¢aligma izolatlarinin PFGE-EK ve REAG profillerinin
belirlenmesi ile elde edilecek molekiiler epidemiyolojik verilerin, hasta dosyalarinin
incelenmesi  ve hastane enfeksiyon kontrol komitesi araciligiyla ulasilacak
epidemiyolojik verilerle birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir. Ayrica hasta
dosyalarmin incelenmesi yoluyla hastalarda fungemi iliskili klinik semptomlarin varlig
aragtirilarak gercek fungemi-gergek salgin veya 6rnegin kontaminasyonu-yalanci salgin

durumunun ayrimi saglanmalidir. Calismamizdaki M. guilliermondii izolatlarinda
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sadece olasi bir viriilans faktorii (Sap) arastirildigindan, izolatlarin mantarlarda viriilans
faktorii olarak kabul edilen lipaz, fosfolipaz ve biyofilm acgisindan da degerlendirilmesi

uygun olacaktir.
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