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ONSOZ

Mantarlar, Latince'de Fungus (tekil), Fungi (cogul) ve Yunanca'da Myces
sozciiklerinden tiiretilmis, okoryatik ve karbon heteretrof organizmalardir. Daha biiyiik,
cok zehirli ve hakiki ¢ekirdege sahip olmalar1 bakimindan bakterilerden, fotosentetik
pigmentleri olmadigi i¢in bitki, alg ve mavi yesil alglerden (Cynabacteria) ayrilirlar.

Mantarlar bir ¢ok yonden insanlara faydalidir. Bunlardan Ascomycetes tiirlerinin
bazilar1 fermantasyon yan iiriinlerinden peynir, ekmek, antibiyotik ve vitamin iiretiminde
rol aldiklar gibi bazi mantar tiirleri gliserin, enzim, yag ve yem iiretiminde rol oynarlar.
Mantarlar hayvanlarda firsat¢ci olarak yasayip hastaliklar meydana getirirler. Sistemik
mantar infeksiyonlar 6zellikle Veteriner alanda atlanan ve yanlis tedavi protokolleri ile
kotii sonuglarin ortaya ciktig infeksiyonlardir.

Candidiazis prensipte oral mukoza ve deri gibi yiizeysel mukoz membranlari
etkileyen firsat¢1 bir infeksiyondur. Sistemik candidiazis genellikle immunsupresyon, zayif
kondiisyon veya iatrojenik (uzun siireli antibiyotik alimi) uygulamalarla ilgilidir. Yine
parvovirus, feline panleukopenia virus sekunder sistemik kandidiazisin nedenlerindendir.

Aspergillus  fumigatus da alerjik bronkopulmoner aspergillozdan sistemik
aspergilloza kadar genis bir spektrumda infeksiyonlara sebep olan oportunistik bir
patojendir.

Ozellikle immun sistemi baskilanmis hastalarda invaziv mantar infeksiyonunun
erken ve patojenin tiir diizeyinde dogru tanis1 tedavi i¢in kritik bir noktadir.

Mantar infeksiyonlarmin tamisinda kullamilan biyokimyasal identifikasyon
sistemlerinin tamami mantar etkenlerinin yeterli derecede iiremesini gerektirmektedir.
Ureme, izolasyon, identifikasyon ve tiplendirme bir haftadan daha fazla zaman tutmakta ve
elde edilen sonuglar siklikla tanida yetersiz olmaktadir. Oportunistik mantar
infeksiyonlarinin  hizli identifikasyon metodlarinin gelistirilmesi sistemik mantar
ineksiyonlarinin tanisinda da 6nem arz etmektedir. Candida tiirlerinin ve Aspergillus
Jumigatus’un daha hizli ve tiir diizeyinde tanisinin yapilmasini saglayan tekniklerin baginda
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) gelmektedir. Bilindigi iizere PCR, hizli ve giivenilir
en ideal cabuk tam sistemidir.

Arastirmamizin amaci, bazi patojenik Candida tiirlerinin (C. albicans, C. tropicalis
1, C. glabrata, C. parapsilosis I, C. parapsilosis II) ve Aspergillus fumigatus’un nested
polimeraz zincir reaksiyonu ile DNA topoisomerase II genine spesifik tam ve
identifikasyonlarinin yapilmasidir. Kullanilacak metot ile ayn1 PCR tiipii igerisinde beg
Candida tiirti ve Aspergillus fumigatus’un tanmisinin yapilabilmesi hedeflenmektedir.

Bu arastirma Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan
SAE 08020 kodlu proje olarak desteklenmistir.

ADU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’'nun 25.10.2007 tarih ve
B.30.2.ADU.0.06.00.00/124-HEK/2007/009 sayili karari ile bu arastirmanin yapilmasinda
etik agidan bir sakinca bulunmamastir.
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1. GIRIS

Mantarlar kok, govde, yaprak, cicek ve klorofile sahip olmayan Okaryotik,
heterotrofik ¢ok hiicreli organizmalardir. Klorofilin bulunmamasi nedeniyle fotosentez
olay1 mantarlarda goriilmemektedir. Cok hiicreli ve biiyiik olmalari, iireme tarzlari, yasam
sikluslari, cekirdek etrafinda bir zarin bulunmasi, ¢ok kromozoma sahip olmalari,
nukleolus igermeleri ve hiicre i¢i organellerin (mitokondrium, golgi aparati, endoplasmik
retikulum, vesikiil, vakuol vs) bulunmasi gibi nedenlerle prokaryotiklerden ayrilirlar.
Mantarlar dogada (kara ve sularda) ¢ok yaygin bir yasam spektrumu gosterirler. Biiyiik bir
cogunlugu saprofitik bir yasantiya sahip olup kendilerine gerekli gida maddelerini cansiz
materyallerden ve basit organiklerden temin ederler. Bir kistm mantarlar da, insan ve
hayvanlarin yanm sira, bitki, balik, kerevit, algler, insektler vs. canlilar iizerinde parazitik,

simbiyotik veya kommensal bir yasam i¢cinde bulunurlar (Arda, M., 2000).

Giinlimiize kadar 110000" den fazla mantar tiirii (bunun 30000' den fazlasi
Basidiomycetes, 30000 den fazlasi Deuteromycetes, 30000 den fazlasi Ascomycetes
siniflarina  aittir) saptanmis olup, bazilarimin da karakterleri heniiz tam olarak
aydmlatilamamistir. Cok dogaldir ki bu kadar fazla ve ayn1 zamanda cesitlilik gosteren
tirlerin biitiin 6zelliklerini ayrintilan ile saptamak, agiklamak oldukga giictiir ve ayrica
zaman alicidir. Hatta, bazilariin biyokimyasal, sitolojik, fizyolojik ve genetik 6zellikleri

de hala tam bir acikliga kavusturulamamistir (Arda, M., 2000).

Dogadaki tiim mantarlar Alexopulos (1979'da) tarafindan yapilan siniflamada
Mycetae 'ye konulmaktadir. Bu da asagida belirtilen tarzda bir siniflandirmaya tabi

tutulmaktadir.



Alem (Kingdom): Mycetae (mantarlar)
Divizyon: Mycota

Altdivizyon-1:  Myxomycota (hiicre duvari olmayan mantarlar)

Altdivizyon-2: Eumycota (hiicre duvari olan mantarlar)

Simf-1 : Mastigomycotina (zoosporlu mantarlar)

Simif-2 : Zygomycotina (Zygomycetes)

Simf-3 : Ascomycotina (Ascomycetes)

Simif-4 : Basidiomycotina (Basidiomycetes)

Simf-5 : Deuteromycotina (Deuteromycetes, fungi imperfecti)

Mantarlar da aynen bakterilerde oldugu gibi, binomial sisteme gore iki kelime ile
adlandirilirlar. Bunlardan ilki cins (genus) adi olup biiyiikk harfle baglar. Digeri ise tiir
(species) ismi olup kiiciik harfle baslar ve yazilir. Bu isimler de italik olarak yazilir (Arda,

M., 2000).

Mantarlarin alt boliimlerinin belirlenmesinde de, genellikle, bitkilere uyulmaktadir.

Bu siralama asagidaki sekildedir.

Alem, divizyon, alt divizyon, sinif, altsinif, order, familya, seksiyon, kabile, cins

ve tir.

Bu diizenlemeye gore, patojenik bir mantar olan Histoplasma capsulatum'un

durumu asagidaki gibidir.



Alem: Mycetae
Divizyon: Mycota

Altdivizyon:  Eumycota

Sinif: Deuteromycetes

Order: Moniliales

Familya: Moniliaceae

Seksiyon: Amerosporeae

Kabile : Eleuriosporeae

Cins: Histoplasma

Tiir: Histoplasma capsulatum

Yukarida agiklanan mantar béliimlerini ifade etmede mantarlarin sonlarina bazi
ekler konulmaktadir. Ornegin: divizyon ...mycota ; siif ..mycetes ; alt simf ...mycetidae ;

order ....ales ; familya ...aceae gibi eklerle ifade edilirler (Arda, M., 2000).

Mantarlar1 klasifiye etmede, bunlarin baslica, makroskobik ve mikroskobik
morfolojileri, miselyal ozellikleri, spor, sporulasyon ve sporangium sekilleri, yasam
sikluslari, iireme tarzlar1 ve diger Onemli karakterleri dikkate alinmaktadir. Ancak,
bakterilerde oldugu gibi, mantarlarda da heniiz kesinlesmis ve yerlesmis bir sistematik
bulunmamaktadir.

Mantarlar iireme sekillerine gore baslica iki gruba ayrilirlar:

1. Mayalar: Tek hiicreli, blastospor olusturan, hem 37 C”de, hem de 28 C”de, 2-3
giinde yuvarlak, iri, beyaz, eksi kokulu maya kolonilerini olusturan mikroorganizmalardir.

Ornek olarak Candida, Cryptococcus verilebilir.

2. Kiifler: Cok hiicreli, hif adi1 verilen flamentoz iplik¢ikler olustururlar ve en iyi
oda 1sisinda irerler. Mantarlar hayatlarimi, tiim evrelerinde maya yada kiif seklinde

siirdiiriirlerse bu tiir mantarlara monofazik (tek bicim), 25 °C'de kiif, 35°C'de maya



formunda olanlara difazik (iki bicim) mantarlar ad1 verilir. Difazik mantarlar oda 1sisindan
veya dogada kiif olarak, insan viicudunda maya seklinde bulunurlar. Ornegin Histoplazma

capsulatum, Coccidioides immitis, Sporothrix schenkii gibi (Baydar S., 1990).

Patojenik mantarlar, yukarida aciklanan kriterler dikkate alinarak baz

siniflandirmalara tabi tutulmuslardir. Bunlar da 6zetle soyledir:

1.1. Mikroskobik Morfolojilerine Gore Simflama

Bu smiflamaya gore, mantarlarin hifa yapisi (septumlu, septumsuz, brangh, spiral,
makro ve mikro konidiumlar, artrospor, klamidospor, blastospor, vs.), konidiumlar (basit,

kompleks, vs.) ve sporangioforlarin 6zellikleri dikkate alinir.

1.2. Ureme Ozelliklerine Gore Simiflama

1.2.1. Perfekt mantarlar: Seksiiel veya hem seksiiel ve hem de aseksiiel iireme

yetenegine sahip olan mantarlardir.

1.2.2. imperfekt mantarlar: Sadece aseksiiel iireme sistemine sahip olan mantarlar icin
kullanilan bir terimdir. Ciinkii, bodyle mantarlarin seksiiel durumlarnt heniiz

bilinmemektedir.

1.3. Yerlestikleri Bolgelere Gore Simflama

1.3.1. Kutan mikozeslere neden olanlar: Bunlar derinin kutan tabakasinda yerleserek
hastaliklara neden olurlar. Epidermofiton, Mikrosporum, Trikofiton cinslerine ve diger
cinslere ait mantar tiirleri gibi.

1.3.2. Subkutan mikozeslere neden olanlar: Sporotrichum schenkii, Rhinosporidium

seeberi, vs. mantarlar subkutan dokulara yerleserek bozukluklara yol acarlar.



1.3.3. Sistemik mikozeslere neden olanlar: Bazi mantarlar da c¢esitli ic organlara
yerleserek hastalik meydana getirirler. Bunlar arasinda, A. fumigatus, C. albicans,
B. dermatitidis, C. immitis, C. neoformans, H. capsulatum, N. asteroides, N. brasiliensis

vs. vardir (Arda, M., 2000).

1.4. Makroskobik Morfolojilerine Gore Simiflama

Bu tiir siniflamada koloni morfolojisi esas alinmaktadir. Miselyal ve maya benzeri

koloniler, difazik ve monofazik mantarlar, yuvarlak, oval, vs. durumlar dikkate alinir.

1.5. Toksin Sentezlemelerine Gore Simiflama

Mikotoksin sentezleyenler ve sentezlemeyenler olarak baslica iki grup mantar

olusturulabilmektedir.

Mantarlar, ¢ok cesitli olmalar1 nedeniyle, makroskopik ve mikroskopik morfolojik
karakterleri yoniinden oldukga genis bir varyasyon gosterirler. Bu durumlari, her ne kadar,
genetik Ozelliklerine baglh ise de yaslanma (kiiltiirlerin eskiligi), beslenme ve cevresel
kosullarin etkisi ile de yakindan iligkilidir. Hatta aym1 koloni icinde, yaslanmaya bagh
olarak koloninin ortasi ile ¢evresi arasinda makrokonidiumlarin sekli, biiyiikliigii ile
hifalarin morfolojileri yoniinden farklar bulunmaktadir. Bu nedenle, 6zellikle patojenik
mantarlarin birbirlerinden ayrilmalarinda, sadece bir iki karakter yam sira diger

ozelliklerini de dikkate almakta biiyiik yararlar bulunmaktadir (Arda, M., 2006).

Mantarlarin biiyilk cogunlugu (Ascomycetes, Zygomycetes, Deuteromycetes vs. )
flamentoz bir koloni morfolojisine (kiifler) sahip olmalarina karsin, bazilar1 da mukoid bir
tireme gosterirler (mayalar). Boyle karakterde olanlar arasinda Candida, Saccharomyces

vs. cinslerine ait olan tiirler 6rnek olarak verilebilir (Arda, M., 2006).



1.6. Mantar Iinfeksiyonlarinda Teshis

Mantarlar son yillarda giderek 6nem kazanmaya baslayan mikroorganizmalardir.
Dogada cok sayida mantar tiirii bulunmakla beraber (yaklasik 100,000-150,000), ¢cok azi
(150-200) insanlarda ve hayvanlarda hastalik olusturur (Hoog G.S. ve ark., 2000). Bununla
beraber; kanserli hastalara uygulanan agresif kemoterapotik yaklasimlar, yogun bakim
hastalarina uygulanan ileri yasam destekleri ve organ nakillerindeki basarilar hastalarin
yasam siirelerini uzatmakta ve mantar infeksiyonlart acgisindan risk altinda olan bu
hastalarin orneklerinde, farkli tiirlerle de karsilasilabilmektedir. Bu nedenle, hasta
orneklerinde iireyen (besiyeri kontaminasyonu olmamasina dikkat edilmelidir) her tiir
mantarin  tamimlanmasi  gerekir. Ancak mantarlarin tanimlanmasinda morfolojik
ozelliklerin 6n planda olmasi, mikoloji ile ugrasacak kisilerde deneyimi gerektirir

(Fromtling R.A. ve ark., 2003).

Mantar infeksiyon etkenlerinin laboratuvar tanisinda cesitli yontemler kullanilabilir.
Laboratuvar calisaninin, en dogru, en ucuz ve en kisa siirede sonuglanacak yontemi

hastanin drnegine ve 6n taniya gore secmesi gerekir.

Laboratuvar tam yontemleri asagidaki sekilde incelenebilir:

1- Hasta Orneklerinin mikroskobik incelenmesi ve bu Orneklerden etkenin
tiretilmesi

2- Hastada siiphelenilen mantar infeksiyona kars1 gelismis spesifik immun yanitin
gosterilmesi

3- Hasta orneklerinde etkenin antijenik yapisinin gosterilmesi

4- Hasta oOrneklerinde etkenin metabolitlerinin ve yapisal komponentlerinin
gosterilmesi

5- Hasta orneklerinde etkenin spesifik niikleik asitlerinin gosterilmesi.



1.6.1. Hasta orneklerinin mikroskobik incelenmesi ve bu orneklerden etkenin

uiretilmesi

Hasta érneklerinin toplanmasi ve incelenmesi:

Basarili sonu¢ alinabilmesi icin hasta Orneklerinin alimmasi ve laboratuvara
naklinde dikkatli ve titiz olmak gerekir. Hizli iireyen bakteriler ve saprofitik mantarlarin
patojenleri baskilamamasi ve ayrica mantar elemanlarinin canliliginin asir1 sicak ve
soguktan etkilenmemesi i¢in 6rneklerin oda 1sisinda 2 saat i¢inde laboratuvara ulastirilmasi

ideal olandir (Merz W.G ve Roberts G.D., 2003).

Eger gecikme kaginilmaz ise, orneklerin ¢cogu yine oda 1sisinda bekletilmelidir.
Ancak merkezi sinir sistemine ait 6rnekler 30°C’da, bakteri kontaminasyonu yogun olan
ornekler (dis kulak yolu siiriintiisii, alt solunum yollar1 6rnekleri, idrar gibi) ve beyin

omurilik s1vis1 (BOS) disindaki steril viicut sivilart ise 4°C’da bekletilir (Ener B., 2006).

Direkt mikroskobik inceleme:

Uygun bir sekilde laboratuvara ulastirilan ve islenen hasta Ornekleri Oncelikle
mikroskobik olarak incelenir. Direkt mikroskobik incelemenin ¢ok biiyiikk onemi vardir.
Hasta orneklerinde patojen mantarlarin iiremesi i¢in uzun zamana ihtiya¢ olabilir ve
dolayisiyla birka¢ dakika ya da saat icinde sonuglanabilecek direkt mikroskobik inceleme
laborant icin c¢ok yararlidir. Bunun Otesinde bazi mantar elamanlarinin bazi hasta
orneklerinde goriilmesi patognomonik olup kesin taniyr da koydurabilir. Ornegin
Histoplasma capsulatum’a ait maya hiicrelerinin kan ya da kemik iligi makrofajlar i¢inde;
Pneumocystis jiroveci (carinii)’nin Kkistlerinin, Blastomycetes dermatitis’in maya
hiicrelerinin ve Coccidioides immitis’in sferiillerinin balgam 6rneklerinde goriilmesi
oldukca onemli bulgulardir (Merz W.G ve Roberts G.D., 2003). Ancak; direkt mikroskobik
incelemenin Onemine ragmen, negatif sonuclarin mantar infeksiyonu olasiligin1 ortadan

kaldirmayacagini unutmamak gerekir.



Orneklerin alindif1 anatomik bolgeye, incelenen Ornegin miktarina, ornekte
bulunan mantar elemanlarinin yogunluguna ve inceleyen kisinin titizligine bagli olarak
yalanci negatif sonuglar olusabilir. Bunun tersi yag damlaciklari, par¢alanmis l16kositler
maya hiicreleri ile karisarak; kollagen lifler ya da ekivyonla alinan 6rneklerdeki lifler kiif
mantarlariyla karigarak yalanci pozitiflikler de olusturabilirler. Dolayisiyla hastanin
zararina yol agmamak icin incelemelerin biiyiik bir dikkatle yapilmasi gerekir (Ener B.,
2006).

Hasta orneklerinin kiiltiirii:

Direkt inceleme oldukca onemli olmakla beraber, hasta 6rnekleri mutlaka uygun

besiyerlerine etken mantarlarin iiretilmesi amaciyla ekilmelidir.

1.6.2. Hastada siiphelenilen mantar infeksiyona karsi gelismis spesifik immun yamtin

gosterilmesi

Kompleman birlesme (KB), immundifiizyon (ID), lateks agliitinasyon (LA), enzim
immunassay (EIA) gibi testler mantar antijenlerine kars1 dolagimdaki antikorlart
belirlemek amaciyla en sik kullanilan serolojik yontemlerdir. Ancak bu yontemlerden
hicbiri mantar infeksiyonlarim yiiksek 6zgiilliikk ve duyarlilikta tanmimlayamamaktadir. Tek
bir serum 6rnegi ile taniya ulagmak, titre cok yiiksek olmadikca miimkiin degildir. Iki-ii¢
hafta ara ile alinan Orneklerde dort kat titre artist infeksiyon lehine bir bulgu olmakla
beraber, mantar infeksiyonlar1 genellikle immunolojik olarak baskilanmig kisilerde
gelistiginden yeterli antikor yaniti olmayip, yalanci negatiflikler testlerin duyarliligini
disiirmektedir. Candida’larda  siklikla goriildiigii  gibi, mukoza yiizeylerindeki
kolonizasyonlar ise yalanci pozitif sonuglara yol acarak testlerin 6zgiilliiklerini de ayrica

azaltmaktadir (McGinnis M.R., Tilton C.R., 1994).



1.6.3. Hasta orneklerinde etkenin antijenik yapisimin gosterilmesi

Hasta serumlarinda antikor tespitinin olumsuzluklari, spesifik mantar antijenlerinin
aranmasin1  gerekli kilmis olup, bugiin i¢in kriptokokkoz, aspergilloz, kandidoz ve
histoplazmozda antijen tarama testleri rutin laboratuvarlara girmistir. Ticari olarak temin
edilebilen LA ve EIA kitleri bulunmaktadir. Uygun calisildigi takdirde bu kitler ile 6zgiil
ve duyarl sonuglar almak miimkiindiir (Merz W.G ve Roberts G.D., 2003).

1.6.4. Hasta orneklerinde etkenin metabolitlerinin ve yapisal komponentlerinin

gosterilmesi

Mantara 6zel metabolitlerin gosterilmesi tan1 ve tedavinin izlenmesinde olduk¢a
yararli olmakla beraber, ticari olarak temin edilebilecek higbir standart kantitatif kit
bulunmamaktadir. D-arabinitol ve D-mannitol mantarlara ait iki poliol olup,
infeksiyonlarda in-vivo olarak ortaya cikarlar. Bunlarin belirlenmesi taniya destek oldugu
gibi; konsantrasyonlarinin azalmasi mantar metabolizmasinin yavaslamasi ile 1iyi,
yiikselmesi ise mantar metabolizmasinin hizlanmasi ile kotii hastalik seyrini gosterir

(Walsh T.J. ve ark., 1995).

D-arabinitol Candida albicans, Candida tropicalis, Candida parapsilosis ve
Candida pseudotropicalis tarafindan olusturulan mantar spesifik bir metabolittir. Idrar
orneklerinde D-arabinitol / L-arabinitol orani belirlenir. Bunun icin gazlikit kromatografi
ile her iki izomer ayrilir ve miktarlan tesbit edilerek oran belirlenir. Oranin yiikselmesi
invazif infeksiyon lehine bir bulgudur. % 88 duyarli bir yontemdir (Christensson B. ve
ark., 1997). Yeni doganlar dahil olmak iizere bircok hasta grubunda ¢alismalar yapilmigtir
(Salonen J.H. ve ark., 2001, Sigmundsdottir G. ve ark., 2000). Bir bagka yaklasim ise D-
arabinitol / kreatin oraninin belirlenmesidir. D-arabinitol, bu sefer izomere spesifik
enzimatik bir deneyle kantite edilir ve kreatin ile oranlanir. Bu yol ile yapilan ¢aligmalarda
duyarlilik % 70, 6zgiillik % 86 olarak bulunmustur (Walsh T.J. ve ark., 1995). D-mannitol
bazi mantarlar tarafindan olusturulan diger bir metabolittir. Cryptococcus neoformans

menenjitlerinde tedavinin izlenmesinde iyi bir parametredir (Wong B. Ve ark., 1990).



Klonlanmis olan D-mannitol dehidrogenaz enzimi laboratuvar deneylerinde kullanilan

enzimdir (Perfect J.R. ve ark., 1996).

Bir diger tam yolu ise mantar hiicre duvar1 komponentlerinden D-glukanin
serumda taninmasidir. Ancak bu komponent tek bir mantar tiirii icin spesifik olmayip
Aspergillus, Candida, Cryptococcus tiirleri i¢in kullanilabilir. Deneyin esast Limulus ko-
agliitinasyona dayanmaktadir. Kromojenik son noktasi olan ve spektrofotometrik olarak
okunan bir testtir. Test kantitatif olup 1 pg’a kadar olan miktarlar1 Olgebilir.
Kandidemilerde testin duyarliligt % 84.4- 100 civarinda, 6zgilligii ise % 88 olarak
bulunmustur (Obayashi T. ve ark., 1995). Yiiksek riskli hastalardaki Candida
infeksiyonlarinda PCR ile karsilastirmali c¢alismalarda D-glukan testi % 75 duyarh
bulunurken PCR % 54 duyarli bulunmustur (Mori T., Matsumura M., 1999). Hasta
orneklerinde metabolitler ve yapisal komponentlere dayanarak yapilmaya calisilan
laboratuvar tam halen kolay olmayip her kosullarda yapilamaz. Bunun &tesinde timit verici
sonuclar olsa da standart ve tekrarlanabilirlik az oldugundan rutin i¢in bu testler

onerilemez (Ener B., 20006) .

1.6.5. Hasta orneklerinde etkenin spesifik niikleik asitlerinin gosterilmesi

Hasta ve doku orneklerinin mikroskobik incelemesi, mantar infeksiyonlarinin
tanisinda oldukga 0zgiil ve bu nedenle ¢cok 6nemli olmakla beraber, duyarliligin diisiik
olmasi farkl tani1 yollarin1 gerekli kilmistir. Klinik 6rneklerin ekimi ve etkenin iiretilerek
gosterilmesi daha duyarli olmasa da mantarlar geg¢ iireyen mikroorganizmalar oldugundan
tiremenin beklenmesi zaman kaybina yol agmaktadir. Oysa bagisikligi bozuk hastalarda
mantar infeksiyonlar1 aniden baslar, hizli seyir gosterir ve tedavi edilmez ise Oliimle
sonuclanir. Bu tiir hastalarda antikor yaniti da iyi olmadigindan serolojik testlerin basarisi
ne yazik ki diisiiktiir. Antijen ve metabolit tarayan testler iimit verici olmakla beraber altin
standartta bir test heniiz gelistirilememistir. Dolayisiyla niikleik asit tespitine dayali tani
yollar1 giindeme gelmis, daha yeni olmakla beraber bazi sonuglar alinmaya baslanmistir

(Merz W.G., Roberts G.D., 2003).



Niikleik asit tespitine dayali yontemleri kullanmadan ©nce mutlaka
amplifikasyonun yapilmasi gerekir. Bu PCR ya da bagka bir yol ile olabilir. Mantar
infeksiyonlarinin tanisinda 6nemli bir hasta 6rnegi olan solunum yolu 6rnekleri, ne yazik
ki bir ¢ok mantar tiirii ve bakteriler ile karigik olan 6rneklerdir. Dolayisiyla mantar niikleik
asitlerini yikabilecek DNase ve RNase’in bol olabilecegi bu oOrneklerden dogru
amlifikasyon kolay degildir (Merz W.G., Roberts G.D., 2003).

Ulasilmas1 gereken hedef dogru konsantrasyon ve saflastirmay1 saglamaktir. Steril
viicut sivilarinda ise Ozellikle kiif mantarlar1 oldukca seyrek bulunur. Bununla beraber
calismalar kandidoz ve aspergilloz tanisinda yogunluk kazanmistir. En heyecan verici
amplifikasyon sonuglan “realtime PCR” ile elde edilmistir. Bu yol ile aspergilloz tanisinda
olduk¢a onemli gelismeler vardir (Buchheidt D. ve ark., 2001 , Costa C.D. ve ark., 2001).
Ancak calismalar arastirma programlari olan akademik merkezlerde smirli kalmigtir.
Ayrica maliyet oldukca yiiksektir. Duyarliligl artiracak ve maliyeti diisiirecek bir ¢ok
calismanin daha yapilmasi gereklidir (Merz W.G., Roberts G.D., 2003).

1.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu molekiiler biyolojide yaygin uygulama alani bulan
etkili bir metottur. Bu enzimatik reaksiyon, kompleks DNA orneklerinden spesifik DNA
fragmentlerinin in vitro amplifikasyonuna ve mikrogram diizeyde hedef DNA olusmasina
olanak saglar. PCR amplifikasyonu ile herhangi bir niikleik asit sekansi klonlanabilir,
analiz veya modifiye edilebilir ve hatta nadir sekanslar kesfedilebilir. 1985°te kesfinden bu
yana bu teknolojinin 6zgiinliigli, duyarliligi ve hiz1 tiim organizma siniflarindaki biyolojik
arastirma alanlarinda yeni metodlarin gelismesine olanak saglamistir. Mantar genetigini ve
sistematigini iceren mikolojinin bir¢ok alanminda, ekoloji ve toprak mikrobiyolojisi, bitki
patolojisi, medikal mikoloji, mantar bioteknoloji ve daha bircok alanda PCR i¢in genis
uygulama alanlar1 bulunmustur. Ayrica, mantar ¢aligmalar1 PCR ile ilerleyerek devam
edecektir. Pek cok gelisme, modifikasyonlar ve yeni uygulamalar diizenli olarak rapor

edilmistir (Edel V., 1998).



1.7.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Prensibi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu, in vitro DNA sentezi ile spesifik DNA
fragmentlerinin amplifikasyonuna olanak saglar (Saiki ve ark., 1985, Mullis ve ark., 1986,
Mullis ve Faloona, 1987). Standart metod amplifiye edilmis genomic DNA ve bu hedef
bolge yaninda yer alan iki oligonukleotid primer icerir. Amplifikasyon Taq polimeraz
denen ve Thermus aquaticus’tan izole edilen 1s1ya dayanikli bir DNA polimeraza dayanir
(Saiki ve ark., 1988). Biitiin PCR reaksiyon unsurlar1 karistirilir ve bunu takiben DNA
denatiirasyonu, primer baglanmasi ve uzatma asamalarini iceren prosediir takip edilir. ik
basamakta reaksiyon karisimi yiiksek sicaklikta (90-95 °C) inkiibe edilerek ¢ift zincirli
DNA denatiirasyonu saglanir. Karisimin 55°C  civarindaki baglanma sicakligina
sogutulmasi ile beraber, hedef spesifik primerler iki adet tek zincirli DNA iplikciginin 5'
ucuna baglanir. Uzama basamaginda sicaklik 72 °C ye yiikseltilir ve hedef primer
hibridizasyonlar1 yeni DNA zincirinin sentezi i¢in baslangi¢ noktasi olur. Her basamak i¢in
inkubasyon siiresi yaklagik 1-2 dakikadir. Birbirini izleyen bu ii¢ basamak PCR’m bir
siklusuna tekabiil eder. Ikinci siklusta yeni sentezlenmis DNA zincirleri orijinal zincirden
denatiirasyon ile ayrilir, her zincir uzama ve baglanma basamaklarinin uygulanmas: ile
siklus tamamlanir. Teorik olarak PCR da n siklus sonucunda, 2n hedef DNA zincirinin
amplifikasyonu sekillenir. Tipik olarak, PCR 30-40 siklustan olusur. Reaksiyonun
baslangicindan itibaren PCR karisiminin icinde 1siya dayanikli DNA polimeraz igeren
biitiin unsurlar bulundugu icin amplifikasyon prosediirii otomatize edilebilir ve termal

cycler ile birlikte programli 1sitma ve sogutma ile yapiliabilir (Edel V., 1998).

1.7.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Bilesenleri ve Kosullar

Genomic DNA, oligonukleotid primerler, DNA polimeraz ve deoksiribonukleotid
trifosfatlar (ANTPs) magnezyum iyonlar1 (MgCl,) iceren uygun bir tamponda karigtirilir.
Reaksiyon karisiminin hacmi genellikle 25-100 pl arasindadir. Asagida ¢izelge 1.7.2.1°de
degisik PCR unsurlarinin standart konsantrasyonlari verilmistir. Bunlar bircok hedef
dizilimin amplifikasyonunu saglar, fakat her yeni PCR uygulamasi i¢in optimize edilebilir
(Innis ve Gelfand, 1990). Ornek olarak, MgCl, nin Taq DNA polimeraz ile

amplifikasyonda baslangi¢c konsantrasyonu 1,5 mM dir. Eger tatmin edici sonuglar elde



edilmezse, bu konsantrasyon optimize edilir. Daha yiiksek MgCl, konsantrasyonu
amplifiye trlinleri arttirir fakat 6zgilinliigi azaltir ve diisiik konsantrasyon 0zgiinliigii
arttirdigr gibi {iriinii azaltir. Buna benzer sekilde, her basamaktaki 1s1 ve zaman kosullar
ozellikle baglanma basamaginda her hedef dizilim ve primer ¢ifti icin optimize edilebilir.
Baglanma sicaklign genellikle amplifikasyon tiriinii ve spesifitede en iyi sonug¢ alinana dek

yiikseltilerek ampirik olarak optimize edilir (Edel V., 1998).

Cizelge 1.7.2.1: Degisik PCR unsurlarinin standart konsantrasyonlari.

Bilesen Konsantrasyon

Genomic DNA 10-100 ng

Amplifikasyon buffer Final hacmin 1/10’u

MgCl, 0.5- 5 mM (genellikle 1.5 mM)
20-200 pM herhangi bir dATP, dCTP,

dNTPs
dGTP ve dTTP

Primer 1 0.1-0.5 uM

Primer 2 0.1-0.5 uM

Tag DNA polymerase 0.5-2.5 {inite

Steril Distile su Final hacime kadar

Final hacim 25-100 pl

Klasik PCR amplifikasyonu i¢in secgilen uygun primerlerden minimal dizi bilgisi
gereklidir. Primerler genellikle 18-28 niikleotid uzunluktadir ve amplifiye edilecek DNA
sekansina gore hazirlanir. Primerler 5'—3' seklinde yazilir. Primer dizayninda iki
parametre ¢ok dnemlidir: amplifikasyonun verimlilik ve 6zgiinliigii. Ornegin, 6nemli kural
primerlerin 3' sonlar1 arasinda tamamlayicilik sekillenmemelidir, primer-dimerlerin
olusmasindan kag¢inmak amplifiye edilmis driiniin verimliligini azaltabilir. Primer
dizaynindaki genel kavramlar tanimlanmistir (Dieffenbach ve ark., 1993; He ve ark., 1994;
Rychlik, 1995). Primerlerin spesifitesi reaksiyon karisimina 6zel bilesiklerin eklenmesi
(Filichkin ve Gelvin, 1992) veya ‘touchdown’ (Don ve ark., 1991), ‘hot start’” PCR gibi
0zel yontemlerin kullanilmasiyla arttirilabilir (Chou ve ark., 1992). Touchdown polimeraz
zincir reaksiyonunda, ilk siklus normalden daha yiiksek bir baglanma sicaklifina ¢ikilir

(10°C daha yiiksek). Bu sicaklik daha sonra her siklusta, en iyi baglanma sicakligini



yakalayana kadar 1°C disiiriiliir ve kalan sikluslar bu sicaklikla tamamlanir. Hot start
PCR’unda, PCR ic¢in gerekli en az bir unsur ilk 1si1l denatiirasyon basamaginda
amplifikasyon karisimindan fiziksel olarak balmumu vasitasiyla ayrilir. Ik 1sitma
basamagi balmumunu eritir ve tiim icerigin iyice karismasini saglar. Bu ‘hot start” protokol
templeytin ilk 1s1 denatiirasyonu asamasinda primerlerle olan non-spesifik baglanmalarini

engeller.

Standart PCR’nda Tag DNA polimeraz kullamilir fakat diger termostabil DNA
polimerazlar da PCR amplifikasyonlar i¢in uygundur. Son zamanlarda rekombinant DNA
polimerazlar da gelistirilmistir. DNA polimeraz se¢imi PCR uygulamasina ve kullanilan
cesitli enzimlerin 6zelliklerine dayanir (Arnheim ve Erlich, 1992). PCR, klasik olarak 4000
baz ciftinden daha kisa uzunluktaki hedef DNA sekanslarin1 amplifiye eder, ancak daha
uzun DNA parcalarim1 amplifiye eden protokoller de gelistirilmistir (Kainz ve ark., 1992;
Cheng ve ark., 1994).

1.7.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Calismalarinda Dikkat Edilmesi Gereken

Hususlar

Reaksiyonlar klasik olarak her bir bilesenden kiiciik hacimler katilarak 25-100 pl
final hacim ile yapilir. Bu ¢ok basamakli pipetleme hata olasiligimi arttirir. Bircok Ornek
genellikle ayn1 durumda amplifiye edilir ve tiim 6rnekler i¢in bilesenleri iceren karigimin
DNA eklenmeden hazirlanmasi tavsiye edilir. Bu karisim daha sonra tiiplere dagitilir ve
son olarak DNA templete ilave edilir. Ciinkii PCR’1n kiiciik DNA dizilerini amplifiye
edebilme yetenegi DNA templete’inin yabanci bir DNA ile kontaminasyonunda her iki
hem hedef hem de kontaminant DNA’nin amplifikasyonunu gerceklestirir. Bu 6zellikle
non-spesifik primerlerin kullaniminda daha ¢ok sekillenir. Kontaminasyona kars1 yalanct
pozitif amplifikasyonlar1 tespit etmek i¢in denemeler diger Orneklerle aym bilesenleri
iceren fakat DNA icermeyen negatif kontrol icermelidir. PCR caligsmalan pozitif kontrol de
icermelidir (amplifiye edilmis referans templeyt DNA). Yanlis negatif amplifikasyonlar

thermocycler, reagent veya DNA polimerazlardaki inhibisyona bagl da sekillenebilir.

PCR da bazi tedbirler almak kontaminasyon riskini minimize eder. Bu tedbirlerden

ilk onerilen PCR c¢alismalart i¢in laboratuarda sabit bir alan belirlemek ve sabit otomatik



pipetlerin kullanilmasidir. Ayrica PCR calismalarinda steril tiip, steril pipet uclar
kullanilmali ve mutlaka eldiven giyilmelidir. Bu 6nlemler steril kabin kullanilarak UV 1g1k
altinda yapilabilir. Bunun yaninda, PCR’da kullanilan degisik bilesenler kontamine olabilir
ve bundan ka¢cinmak i¢in primer stok solusyonlari, dNTP’ler, buffer ve steril su kiiciik
miktarlarda hazirlanilabilir. Bu aym stoktan bir¢ok kere pipetleme yapilmasinin Oniine
gecer ve bir problem sekillendiginde yeni stoktan kullanma sans1 saglar. dTTP (Longo ve
ark., 1990) ve urasil glikolaz yerine dUTP kullanim1 veya gama 1sinlamadan ka¢inma
(Deragon ve ark., 1990) kontaminasyonu minimize etmek i¢in kullanilmas1 gereken diger

spesifik prosediirlerdir.

1.7.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Uriinlerinin Analizi

Bir¢ok uygulamada, PCR f{iriinleri gozle goriiliir hale getirilir. PCR {iriinleri Agaroz
veya poliakrilamid jellerde boyutlarina gore elektroforetik olarak ayrilir ve ethidium
bromide veya giimiis boyama ile goriiniir hale getirilirler. PCR esnasinda isaretlenmis
dNTP ve primerler kullanilarak veya spesifik problarla hibridizasyon saglanarak daha
hassas bir PCR saglanabilir (Holtke ve ark., 1995; Inazuka ve ark., 1996). Kapillar
elektroforez gibi diger yaklasim tarzlari iiriin analizinin otomatize edilmesine olanak
saglamaktadir (Martin ve ark., 1993). Kapillar elektroforez DNA fragmentlerini
bityiikliiklerine gore ayirir ve sonuglar bir elektroforegram olarak gosterilebilir. Analiz
edilen DNA oOrnegine bilinen konsantrasyonda standart DNA merdiveni eklenmesi PCR

tiriinlerinin hem biiyiikliik hem de niceliklerinin saptanmasina izin verir.

PCR amplifikasyonu ile meydana getirilmis hedef DNA’lar cesitli genetik analizler
ile karakterize edilir. PCR ile amplifiye edilmis DNA fragmentlerinin direkt sekansina dair
bircok strateji gelistirilmistir (Bevan ve ark., 1992, Rao, 1994). Denatiire Gradient Jel
Elektroforez (DGGE), sekans disinda amplifiye edilmis DNA’nin direkt olarak analizi i¢in
kullanilmaktadir. Bu teknik Ozellikle hedef dizideki mutasyonlarin tanimlanmasinda
kullanighdir ve ayni uzunluk fakat farkli nukleotid dizilerindeki DNA {iriinlerinin
ayrilmalarina izin verir (Fisher ve Lerman, 1983; Sheffield ve ark., 1989). Buna benzer, tek
zincir konformizm polimorfizm [Single-Strand Conformation Polymorphism (SSCP)]

analizi de (Orita ve ark., 1989; Fujita ve Silver, 1994) amplifiye edilmis iiriinlerdeki sekans



varyasyonlarin1 ve nokta mutasyonlari tespit etmede gii¢lii bir metottur. DGGE’ye karsilik,
SSCP analizi poliakrilamid jellerde denatiirasyon yapilmayan durumlarda uygulanir, fakat
DNA ornekleri elektroforezden once denatiire edilir. PCR iiriinleri arasindaki varyasyonlar
restriksiyon endoniikleaz sindirimi ile gosterilir. Degisik suslardan elde edilen PCR
tiriinleri bircok enzimle muamele edilir ve son muameleden sonra elektroforezle ayirt
edilir. Eger sekans farkliliklari, 6zel enzimler icin restriksiyon bolgeleri i¢inde lokalize
olursa, PCR iiriinlerinin bircok enzim ile kesilmesi farkli elektroforetik paternlerin
olusmasina neden olacaktir. RFLP (restriction fragment length polymorphism)’in stratejisi
bilyiik Orneklerin goriiniir hale getirilmesidir ve genellikle taksonomik, ekolojik

calismalarda kullanilir (Edel V., 1998).

1.7.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Tabanli Metotlar

PCR ilk tamimlandigindan beri orijinal prosediiriin bir¢ok modifikasyonu
gelistirilmistir. Nested PCR’nda oldugu gibi standart prosediir basit modifikasyonlarla
daha sensitif ve spesifik yapilabilir. Nested PCR’da, PCR iiriinleri ilk primerlerin orta
kisminda bulunan ikinci ¢ift primerlerle ikinci bir amplifikasyona tabi tutulur (Dieffenbach
ve ark., 1993). ‘Quantitative PCR’ metodu hedef DNA sekansinin sayist hakkinda fikir
verir (Cross, 1995). Templatede (DNA yerine RNA) veya primer tiplerinde (hedef spesifik
primer yerine rasgele secilmis) orijinal prosediirden farkli olarak yapilacak basit degisimler
yeni gelisimler saglanmistir ve bunlar PCR teknolojisinde uygulama alanlarim oldukga
artirmigtir. Sonug¢ olarak, yeni gelisen in-situ PCR metodlart hem tan1 hem de genetik

analizler acisindan umut vericidir.

1.8. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Mikolojide Uygulama Alanlar1

PCR’da ilk basamak template DNA’nin hazirlanmasidir. Mantarlardan niikleik asit
ekstraksiyonu ile ilgili birgcok protokol mevcuttur. Bunlardan bazilari, restriksiyon enzim
analizleri ve diger molekiiler uygulamalar i¢in uygun olan mikrogram diizeylerde saf
genomik DNA izolasyonuna izin verir (Raeder ve Broda, 1985, Rogers ve Bendich, 1988).

Bununla birlikte, genellikle basit ve hizli prosediirler kullanilir ¢iinkii PCR amplifikasyonu



icin ¢ok kiiciik miktarlarda DNA’ya ihtiya¢ vardir (Lee ve Taylor, 1990; Steiner ve ark.,
1995). DNA; toprak, bitki (Zhou ve ark., 1996) veya klinik drnekler (De Barbeyrac ve ark.,
1996) gibi kompleks ve cevreden alinan Orneklerden ekstrakte edilebilir. Spesifik
primerlerin kullanilmasi ile boyle karisik DNA’lardan direkt mantar DNA amplifikasyonu
mimkiindiir. Bu teknikler 6zellikle, ekolojik caligmalar i¢in ve c¢esitli numunelerde 6n

izolasyon yapilmadan mantarlarin bulmasi i¢in ¢ok yararhdir.

Mikolojide PCR ile ilgili ilk uygulamalar White ve arkadaslan tarafindan 1990
yilinda tamimlanmistir. Bu uygulamalar mantarlarda taksonomik ve filogenetik iliskinin
saptanmasi i¢in ribosomal DNA’nin (rDNA) amplifikasyonu ve direkt sekansi ile ilgili
olmustur. TDNA sekanslar1 siklikla taksonomik ve filogenetik calismalarda kullanilir.
Ciinkii 6nemli fonksiyonlara sahiptir, siklikla canli hiicrelerde bulunur ve evrimleri tiim

genomun evrimini etkiler.

Bu sekanslar hem degisken hemde kararli bolgeleri icerir ve degisik taksonomik
seviyedeki organizmalarin ayrimina izin verir. Mantarlarda niikleer rDNA, cifte
tekrarlanan bir rDNA {initesi olarak diizenlenir. Bir tinite {ic rRNA genlerini ihtiva eder:
kiiciik niikleer (18S-benzeri) rRNA, 5S rRNA ve biiyiik (28S-benzeri) rRNA genleri. Bir
tinitede, genler ITS1 ve ITS2 (internal transcribed spacers) ile ve iki TDNA {initesi de IGS
(intergenic spacer) ile ayrilir. Son TRNA geni mantarin taksonomisine gore tekrarlanan

initede bulunur veya bulunmaz (Edel V., 1998).

18S rDNA uzaktan ilgili organizmalan kiyaslamak i¢in faydalidir. Bununla beraber
18S rDNA kodlanmayan bolgeleri (ITS ve IGS gibi) bir genus i¢inde mantar tiirlerini veya
bir tiiriin i¢cinde suslart kiyaslamak igin faydahdir. 28S rDNA'in bazi bolgeleri, tiirler
arasinda degiskendir. PCR'in gelismesi ve cesitli TDNA bolgelerinin amplifikasyonu i¢in
primerlerin tasarim1 mantarlarin taksonomik calismalarini oldukga kolaylastirmistir (White
ve ark., 1990). Bu primerler, mantarlarin ¢cogunda bulunan parcalarin amplifikasyonu icin

korunan bolgelerden tasarlanmistir.

ITS primerleri White ve arkadaslan tarafindan (1990) dizayn edilmis ve degisik

mantarlardan birgcok ITS sekansini tespit etmeye imkan vermistir ve bu primerler



Colletotrichum (Sreenivasaprasad ve ark., 1996a), Phytophthora (Lee ve Taylor, 1992) ve
Penicillium (Lobuglio ve ark., 1993) gibi farkl cinslerin icinde tiirler arasi taksonomik ve
filogenetik iligkilerin arastirilmasini saglamistir. ITS sekanslar1 genellikle sabittir veya
tiirler icinde az degisim gosterir ama bir cinste tiirler arasinda degisir ve bundan dolay1 bu
sekanslar genis Olciide, PCR—RFLP analizi ile mantar tiirlerinin teshisi icin hizh
prosediirleri gelistirmek (Chen, 1992; Edel ve ark., 1997), ve tiir spesifik primerlerin
dizaym icin kullamlmaktadir (Beck ve Ligon, 1995; Sreenivasaprasad ve ark., 1996b).
Intraspesifik diizeyde, birbirine yakin mantar suslarinin ayrimi, ribosomal IGS sekanslari
gibi daha degisken DNA bolgelerini kiyaslayarak basarilabilir (Henrion ve ark., 1992; Edel
ve ark., 1995). Mitokondrial rDNA, mantarlar arasinda konsensus primerleri ile

amplifikasyondan sonra kolayca analiz edilebilir (White ve ark., 1990).

Rastgele PCR  yaklasimlari, taksonomi ve mantar populasyonlarinin
karakterizasyonu icin faydali olan molekiiler isaretleyicileri olusturmak icin gittikce
artarak kullanilmaktadir. Bu yaklagimlarin ana avantaji, DNA siralarinin 6nceki bilgisinin
gerekmemesidir, 0yle ki herhangi bir rastgele primer herhangi bir mantar DNA'sinin
amplifikasyonu i¢in test edilebilir. RAPD (random amplified polymorphic DNA)
primerleri deneysel olarak segilir ve taksonun arasinda degisken olan RAPD bandlarim
deneysel olarak bulmak icin test edilir. RAPD metod mantarlar intraspesifik (Nicholson ve
Rezanoor, 1994) ve interspesifik (Lehmann ve ark., 1992) seviyede ayirmak ve identifiye
etmek i¢in basariyla kullanilir. Buna benzer, degisken ve tekrarlanan sekanslari tespit eden
primerlerle ulusturulan PCR {iriinleri mantar suslann ve tiirler arasindaki taksonomik

iliskilerin ortaya cikarilmasi i¢in kullanilmaktadir (Van Belkum ve ark., 1993).

RAPD ve interrepeat PCR, her ikisi de non spesifik primerler ile DNA'y1 amplifiye
eder, saf DNA templeytine ihtiya¢ duyarlar ve karisik 6rneklerden mantarlari tespit etmede
kullanilmazlar. Yakin zamanda, degisik organizmalar arasindaki polimorfizimleri
degerlendirmek icin AFLP (amplified fragment lenght polimorphism) tanimlamasi
gelistirilmis ve mantarlardaki inter ve intraspesifik genetik farkliliklarin tanimlanmasinda
kullanilmistir (Majer ve ark., 1996, Mueller ve ark., 1996). AFLP’nin RAPD’ ye oranla
kopya c¢ikarmak ve tepkime basina kararlilik diizeyi gibi avantajlart vardir ve metot
ozellikle intraspesifik diizeyde olmak iizere bircok mantarin arasinda degismeleri

gostermek icin biiyilik potansiyeli vardir.



DNA topoisomerase II geni tiim Okaryotlarda bulunur ve niikleotid sekansi tiir
spesifik bolgelere dagilmis cok korunakli bolgelerden ibarettir. DNA topoisomerase 11
(DNA giraz) geninin bakteriyel tiirlerdeki sekans analizleri sadece filogenetik iliskilerin
belirlenmesi i¢in degil ayrica medikal onemi bulunan genis bakteri tiirlerinin PCR ile
tanisal identifikasyon sistemlerinin gelistirilmesi i¢in de uygulanmaktadir (Kanbe ve ark.,

2002).

DNA topoisomeraselar, gecici bir kirllma ve DNA’min ¢ift helikal zincirlerine
baglanma yolu ile DNA’daki topolojik degisiklikleri katalize eden enzim ailesidir (Wang,
1996). Tip I DNA topoisomeraselar (DNA topoisomerase II) biikiilme ve noktalari
temizlemek i¢in her iki DNA zincirini aym1 zamanda keser ve sonradan yapistirir (Watt ve
Hickson, 1994; Berger et al., 1996). Bunlarin fonksiyonlari DNA replikasyonlari, gen
ekspresyonlari tamir ve birlesmesi gibi kromozom fonksiyonlar1 i¢in vazge¢ilmezdir. Bu
tip enzim DNA giraz olarak bilinir ve prokaryotlarda iki fonksiyonel alt {initeden meydana

gelir. Okaryotlarda bir polipeptid molekiil olarak tanimlanir.

Cesitli bakterilerin giraz genlerinin DNA sekanslari uluslararasi veri tabanlarinda
toplanmis ve filogenetik calismalarda kullanilmaktadir (Huang, 1996). DNA
topoisomeraselar ayrica klinik olarak 6nemli ilaclar i¢in de tanimlanmis hedeflerdir (Ishida
ve ark., 1995). Bununla birlikte mantar DNA topoisomerase II igin bircok calisma
bulunmaktadir (Keller et al., 1997). Bu sartlar alunda, mantar DNA topoisomerase II geni
sadece filogebetik analizler icin degil hasta dokularini infekte eden mantar tiirlerinin teshisi

icin de uygundur.

Kato ve ark. (2001) mantar topoisomerase II genine dikkat ¢ekmis, bir¢ok
patojenik candida tiiriiniin DNA topoisomerase II geni niikleotid sekanslarini belirlemis ve
niikleotid sekanslarina gore filogenetik iligkilerini ve karakteristiklerini rapor etmislerdir
(Kato ve ark., 2001). Ayrica C. parapsilosis ve C. tropicalis’in DNA topoisomerase 11

genine gore iki genotipinin oldugunu gostermislerdir (Kato ve ark., 2001).

Candida DNA topoisomerase II geni karakterine gore, bircok Candida tiiriiniin

PCR tabanl identifikasyonu i¢in uygun hedeflerdir (Kato ve ark., 2001).



1.9. Mantar Teshisinde PCR

Ozgiinliigii ve duyarliligindan dolayi, PCR mantarlarin tespiti icin cekici bir
metottur. Simdiden tibbi ve bitki patolojilerinde mantarlarin tespiti i¢in gelistirilen PCR
temelli testlerin bir¢ok 6rnegi vardir. PCR, uygun oligoniikleotid primerler kullanildiginda
suslar, patotipleri, tiirleri veya cinsleri tespit etmede kullanilir. Boylece, PCR temelli tespit
prosediirlerinin gelismesi, spesifik primerlerin dizayni icin hedef DNA bolgesinin en az bir
parcasinin sekans bilgisini gerektirir. Bu metotlarin ilkesi, hedef ve hedef olmayan
organizmalarin sekanslarini siraya koymak, hedef olmayan organizmalarda uygun olmayan
primerlerin secimi, biitiin hedef organizmalarda verimli hazirlik ve amplifikasyon i¢in
yeterli eslesmedir (Dieffenbach ve ark., 1993). ITS'ler gibi mantar tiirleri arasinda

polimorfik olan DNA siralari, tiirlerin tespiti i¢in iyi adaylardir.

Ornegin, ITS sekanslar1 arasindaki farklar mantarin ilk izolasyonuna gerek
kalmadan konaker bitkilerde bir¢ok fitopatojenik tiirlerin tespiti i¢in kullanilan PCR tabanh
testlerin gelismesini saglamistir (Beck ve Ligon, 1995, Goodwin ve ark., 1995,
Sreenivasaprasad ve ark., 1996b). 18S rDNA (Di Bonito ve ark., 1995), 28S rDNA (Fell,
1995) ve mitokondrial rDNA (Li ve ark., 1994) gibi rDNA'nin diger sekanslar1 da spesifik
primerlerin dizayni icin kullanmilmistir. rDNA sekanslarindan klinik numunelerde mantar
tirlerinin bulmasi icin de PCR prosediirleri kullanilmigtir (Spreadbury ve ark., 1993,
Holmes ve ark., 1994). rDNA sekanslarinin mantar genomunda yiiksek kopya sayisinda
mevcut oldugu gibi, onlarin kullanimi1 genellikle bir tespit testinin sensitivitesini artirir.
Hedef organizmalarda nadir sekanslar diger yaklasimlar ile bulunabilir. Spesifik primerler,
klonlanan genomik DNA parcalarindan (Ersek ve ark., 1994, Doss ve Welty, 1995) veya

PCR ile amplifiye edilmis 6zel par¢alardan tasarlanabilir.

Gergekte, RAPD veya diger PCR-parmak izi metotlar1 ile olusturulan takson-
spesifik markerlar, klonlanabilir ve sekanslanabilir, ve bu SCAR'ar (sequence-
characterized amplified region) tespit analizleri i¢in spesifik primerlerin dizayninda
kullanilabilir. Bunun bir 6rnegi RAPD'lerden elde edilen ve tiir spesifik SCAR'lardan
tasarlanan primerlerle Fusarium tiirlerinin tespit edilmesidir (Parry ve Nicholson, 1996,

Schilling ve ark., 1996). Sonug olarak, PCR parmak izi veya spesifik sekansli PCR fiiriinleri



tarafindan olusturulan takson-spesifik pargalar, dot-blot hibridizasyona dayali diagnostik

analizlerde spesifik problar olarak kullanilabilirler (Klassen ve ark., 1996).

Spesifik mantar primerleri ile yapilan PCR amplifikasyon metodlar1 sadece tani igin
degil su, toprak, bitki veya klinik ornekler gibi mantarlari, ekolojik c¢alismalarda dogal
cevrelerinde izlemek icin etkili araclardir. Ayrica, spesifik primerlerin gelistirilmesi
simbiyotik ve obligat parazitler ile ilgili calismalar1 kolaylastirmistir. Ornek olarak,
mycorrhizal mantar DNA’sinin spesifik amplifikasyonu kolonize oldugu bitki koklerinden

yapilabilir (Di Bonito ve ark., 1995).

1.10. Medikal Mikolojide PCR’1n Uygulama Alanlari

Diagnostik PCR’in spesifitesi, amplifikasyon i¢in uygun hedef sekansin
belirlenmesi ile dogru orantilidir. Ornek olarak diinyada gériilen biitiin mantarlarda olan bir
gen sekansi, hastalifin mantar yada bakteri orjinli olup olmadiginin belirlenmesi i¢in

uygun bir hedeftir. Bu genler, mantar ribozomal RNA genleri olarak kabul edilmistir.

Mantar kaynakli DNA nin cins yada tiir bazinda belirlenmesinde degisik metodlar
kullanilmaktadir. RNA genleri bu strateji i¢in en uygun olamidir ciinkii biitiin DNA’larin
amplifiye edilebilmesini saglayacak gen bolgelerini igerir. Bir diger avantaji ise
rRNA’larin PCR’da yiiksek sensitiviteyi saglacak kadar sayida kopya olusturmalaridir.
Makimura’nin grubu bu yontemle 18S rRNA genlerinden 78 tiirden medikal acidan 6nemli
olan 25 tane mantar identifiye etmistir. Haynes ve arkadaslar1 (1995), mantarlarin genis bir
boliimiiniin subunit rRNA gen sekanslarini iceren S. Cerevisiae nin V3 bolgesinden bir ¢ift
primer bulmuglardir. Daha sonra bulunan bu tiir spesifik primerlar, A. fumigatus,
Cr. neoformans ve C. albicans’in DNA’larinin amplifikasyonunda kullanilmak {izere

tasarlanmustir.

Hopfer ve arkadaslar1 (1993), mantarlarda daha ©nce kullanilan rRNA gen
sekanslarindan faydalanmistir ve bunlart 42 degisik mantarda 306-311 bp hedeflerini
amplifiye etmek i¢in kullanmislardir. Amplikonlar, enzim analizlerine gore gruplandirilmig

ve Haelll ile doyurulmustur. Daha sonra ise agaroz jel elektroforezinde ayirilmistir.



Sonugta ¢ikan bantlar Candida sp., mayalar ve Aspergillus sp.’leri de iceren 5 mantar

grubunun DNA larinin gruplandirilmasinda kullanilmistir.

Alternatif olarak yiiksek cesitlilik igeren bolgeler tiir veya cins belirlenmesinde
daha yiiksek spesifite verebilir. Genelde daha c¢esitli hedef bolge PCR’da daha disiplinli bir
calismay1 saglar (Mitchell ve ark.,1994b). Tang ve arkadaslar1 (1993), A. fumigatus ve
A. flavus un alkaline proteaz genlerini belirlemek icin bir PCR yontemi bulmuslardir. Bu
yotem hem A. fumigatus hem de A. flavus un pulmoner aspergillozisli hastalarin

bronkoalveoler lavaj 6rneklerinden izole edilmesi i¢in kullanilmistir.

PCR protokoliiniin iyi sonu¢ vermesi agisindan klinik materyalin se¢imi ve DNA
ekstraksiyonu kritik 6nem tasir. ideal olarak secilen tiirde hedef DNA’nin bulunmasi klinik
olarak onemlidir. Candida’nin belirlenmesinde diger kommensal patojenler ayrilmalidir,
ayn sekilde Aspergillus’un belirlenmesinde diger cevresel kontaminant tiirler de ayri
tutulmalidir. Candida’nin teshisinde bir cok PCR protokoliinde kan orneklerinin alinmast
ve mantarin kanda aranmas klinik olarak énemlidir. Invaziv Aspergilloz’un PCR tanisi ise
daha komplikedir. Mantarin kandan izolasyonu ve DNA’nin kandan izole edilmesi ise ¢ok
giictiir.  Sistemik yada pulmoner mantar infeksiyonuna yakalanmis hastalar

immunokompromizedir.

DNA ekstraksiyonunun baslica iki hedefi vardir: Birincisi, mantar DNA’sin1
minimal kayipla purifiye etmek ve ikincisi alinan 6rnekten yapilan PCR’dan inhibitérleri
elimine etmektir. Mantar hiicresinin duvarimi agmak zordur, fakat bu olay enzimatik yada
mekanik olarak yapilabilir. Zymolyase enzimi ile yapilan lizis islemi DNA
ekstraksiyonuna yardim edebilir yada Cr. Neoformans’ta oldugu gibi partikiiler olarak cam
malzemelerle hiicre duvarinin kalin polisakkarit yapisi penetre edilebilir (Tanaka ve ark.,
1996). Ekstrakte edilen DNA’nin boliimleri, hiicrenin lize edilmesinden sonra elde edilen
proteinler uygun kitlerle gelistirilebilir (6r. QIAamp Tissue Kit, Qiagen, Crawley). Bu
uygulamalar, genellikle yayinlanan metodlardan daha hizlidir ve fenol, kloroform
kullanilmasindan kacinilir. Fakat protokollerin maliyetleri nedeniyle fenol ve kloroform

onemli dl¢iide kullanilmaktadir.



Amplikonlarin saptanmasi i¢in yapilan metot PCR sonucunda hem hassas hem de
spesifik sonu¢ verebilir. En basit metot ise PCR fiiriinlerinin elekotroforez yapmadan once
agaroz jeline ethidium bromid ilave edilmesidir. Bu uygulamada her amplifiye edilen bant
basina 20 ng belirlenme limiti koyulmaktadir. Buna ek olarak da PCR {iriiniiniin 6l¢iisii
hakkinda da yol gosterir. Yamakami ve arkadaslar1 (1996), hasta serumlarindan invaziv
olarak yerlesen Aspergillus tiirlerini PCR ile belirlenmesini jel boyama ile 50 pg’dan 50
fg’a kadar olan aralikta bulmuslardir. Southern analiz metodu ise hassasiyeti 10 kata kadar

artirmistir.

Southern blottingde kullanilan spesifik oligoniikleotid arastirmalari, az goriilen 50
fungus izolatlarindan 28S rRNA genlerinin identifikasyonu i¢in gelistirilmistir (Sandhu ve
ark. 1995). Bu 50 izolatin 21 tanesindeki cesitli bolgeler, tiir spesifik aragtirmalar i¢in

kullanilmastir.

Alternatif olarak problar, enzim immunoassay belirleme yonteminde de
kullanilabilir. Tiir spesifik problar, mikrotitre pleytlerinin duvarlarina baglanir ve

digoksijenin ile etiketlenmis denatiire PCR {iriinleri problarda hibritlenir.

Kanser tedavisinde genis spektrumlu antibiyotiklerle uygulanan kemik iligi nakli
gibi immunosupresif terapi yontemleri, son zamanlarda immunokompromize hastalarin
sayisinda artisa neden olmustur. Buna ek olarak HIV pandemisi de immunitesi yetersiz
bireyler meydana getirmistir. Bu bireyler sistemik mantar infeksiyonlara karsi risk
altindadir. Kemik iligi transplantasyonlarindan sonra invaziv mantar infeksiyonlarin

insidensinde % 50 ve mortalitede ise % 80 artis rapor edilmistir (Tang ve Cohen, 1992).

Kriptokokal antijen lateks aglutinasyon testi disindaki tam1 yOntemleri, mantar
infeksiyonlar icin hem zaman kaybidir hem de duyarsizdir. Ornek olarak kan testleri
invaziv Aspergilloz acisindan daima negatif sonu¢ vermektedir (Richardson ve Warnock,
1993). Eger uygun tedavi, hastanin prognozunu belirlemek amaci tasiyor ise, taninin erken

yapilmasi gereklidir.



Diagnostik testler agisindan hastanin antikor olusturmasi genelde yetersizdir. Fakat
histoplasmosis, coccidioidomycosis ve paracoccidioidomycosis, candidiosis ve
aspergillozis tanist i¢in yiiksek biitceli arastirmalar yapilmaktadir. Bu testler ¢cabuk sonug
vermektedir ve diisiikk duyarlilik da heniiz rapor edilmemistir (De Repentigny ve ark.,
1994). Invaziv aspergillozisli hastalarda kandaki galaktomannan, monoklonal antikor
kullanilarak serum orneklerinden lateks aglutinasyon testi ile saptanabilmektedir (Pastorex
Aspergillus, Sanofi Diagnostics Pasteur, Marnes-La Coquette, France). Fakat bu testlerin
yararlan cesitlilik gostermektedir. Diger mantar infeksiyonlarina ek olarak criptokokozis
tanist i¢in kriptokokal lateks antijen testi giivenilir sonug verir, fakat buna benzer diger
testler her zaman duyarhi degildir ve negatif sonug¢ verebilir. Maya izolatlarinin Vitek ve
API identifikasyon sistemleriyle tanis1 genel olarak yararlidir fakat spesifik olarak yabanci

tiirler tespit edilemeyebilir (Fenn ve ark., 1994).

Candida'lar Deuteromycota'da Blastomycetes smifinin Cryptococcales takiminda
Cryptococcaceae ailesinde smiflandirilan, blastosporlarla cogalan, yalanci misel yapan, ve
eseyli sekilleri Hemiascomycetes sinifinda bulunan bir grup anamorf mayadir. Bugiin i¢in
kabul edilmis 220 kadar tiirii bulunmaktadir. Candida'lar kiire seklinde, silindirik olabilen,
2-8 x 3-15 mm boyutlarinda 6karyonlu mikroorganizmalardir; maya hiicreleri ve yalanci

misel olustururlar ve tomurcuklanarak ¢ogalirlar (Yiicel A. ve Kantarcioglu S., 1999).

Cins icindeki baslica ve ortak olan patojen C. albicans’tir. Bunun yaninda, vaginal
infeksiyonlu hastalarin %5’inden sorumlu olan C. glabrata, genellikle deri lezyonlarindan
izole edilen C. parapsilosis, derin mikozlara sebep olan ve C. albicans’tan sonra en sik
rastlanan C. tropicalis gibi diger Candida tiirleri, yeni patojenler olarak addedilmektedir.
Bu cinsin tiirleri, meyve ve meyve sulari, hafif icecekler, alkollii icecekler, yiiksek seker
iceren gidalar, sebzeler ve tahillar, tuzlu ve asit katkili gidalar, giinliik iiriinler, et ve et
riinleri gibi gidalarda ve gida iiretimi yapilan ¢evrelerde kontaminant olarak bulunurlar.
Gidalar1 bozarak olusturduklart ekonomik kayip ve patojen olarak rolleri géz Oniine
alindiginda bu cinsin tiirlerinin hizli identifikasyonu ¢ok énemlidir (Frutos R. L. ve ark.,
2004).

Candida tiirleri memelilerde, sindirim, genital ve {ist solunum yolunun dogal
konakgilaridir. Bu maya benzeri mantarlar antibiyotik, kortikosteroid, sitotoksik ajan ve

immunsupresif ilaglarla tedavi edilen hayvanlarda oportunistik infeksiyonlara yol agarlar.



Veteriner literatiirde Candida tiirleri tarafindan olusturulan deri ve barsak infeksiyonlari

sik olmasa da bildirilmistir.( Khosravi ve ark., 2009).

Candida tiirleri igerisinde C. albicans hayvanlardan en cok izole edilen tiirdiir.
Candida albicans dimorfik bir mantardir ve sicak kanli hayvanlarda kommensal olarak
bulundugu mukozal yiizeylere ve mukokutandz alanlara affinitesi vardir Yasam alam
mikrobial floranin kiiciik bir iiyesi oldugu sindirim sistemidir fakat 6zel durumlarda
Candida albicans dis kulak yolu, perineum, tirnak, oral mukoza, kornea ve tiriner sistemde
ciddi lokal infeksiyonlar veya bobrek, karaciger, akcigerler, beyin zarlan ve kalp gibi i¢
organlarda sistemik invazyon gosteren opportunistik patojenik bir mikroorganizmadir

(Khosravi ve ark., 2009).

Candida cinsine ait bir¢ok tiir (Candida albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis,
C. glabrata, C. krusei, C. aloffi, C. bovina, C. keyfr ) cesitli hayvanlarin (s1gir, koyun,
keci, domuz, kopek, kedi, kanatli, rodentler v.s.) ve insanlarin mukozalarinda bulunurlar ve
bunlarin bazilar1 hastalik meydana getirirler. Infeksiyon genellikle sindirim kanalina (ag1z,
yemek borusu, kursak, mide, barsaklar) lokalize olur. Ancak deri ve derialti dokularina,
akciger, uterus, meme, testis ve diger organlarda da candida’lardan ileri gelen lezyonlara

rastlanabilir (Arda M. ve ark., 1997).

Etken dogada insan ve hayvanlarin sindirim sisteminde, deri ve mukozalarinda
normal olarak bulunmaktadir. Hastaligin olusmasinda bazi predispoze edici faktorlerin,
viicut direncinin kirilmasi, antibiyotik, kortikosteroid veya sitotoksik ilaglarin gereksiz ve
fazla kullanilmasi hallerinde, diabetus mellitus’lu hastalarda (insanlarda, beslenme
bozuklugu olanlarda) iyi bir bakim ve beslenmenin uygulanmadig1 hayvanlarda goriiliir.
Gengler infeksiyona daha duyarhdirlar. Fazla antibiyotik kullanildig1 zamanlarda ve barsak
mikroflorasinin ekolojik dengesinin degismesi sonucu (antimantar madde olusturan
bakterilerin 6lmesi, gidaya ortak olan bakterilerin ortadan kalkmasi, mantarlarin tiremesini

artirmasi gibi) burada bulunan candida’lar hastalik olusturabilirler.

Candida cinsi, tiir sayis1 olarak en biiyiik ve genellikle her ¢evrede bulunur duruma
gelmistir. Bu cinsin mayalar1 dogada, karada ve denizde hayvanlarla veya bitkilerle ve

cansiz nesnelerle iligkili olarak genis bir dagilim gosterir. Bu cins insanlar ve hayvanlarla



iligkili tiirleri kapsar ve gastrointestinal sistem ile {ireme organlari hayvanlarda en sik

rastlanan kaynagi olusturur (Frutos R. L. ve ark., 2004) .

Son zamanlarda, C. albicans tarafindan olusturulan infeksiyonlar azollere diisiik
duyarlilik gosteren C. krusei, C. tropicalis, C. parapsilosis ve C. glabrata gibi bu cinsin

diger tiirleri tarafindan olusturulan infeksiyonlarin insidensine gore diisiis gostermektedir.

Infeksiyon olusturan C. albicans, laboratuarlarda kullamlan mikolojik besi
yerlerinde kolayca iireyebilir. Sabouraud Dekstroz Agar ve Sabouraud Dekstroz Buyyonu,
kandida tiirlerinin izolasyon ve iiretilmesi icin uygundur. Besi yerlerinde 26-37° C ler
arasinda 24-48 saat i¢inde 1-2 mm. capinda mukoid ve krema renginde, iizerleri diizgiin,

sonralar kirisik koloniler meydana gelir (Arda M. ve ark., 1997).

Candidalar patolojik materyallerde oval, yuvarlak, tomurcuklu hiicreler (2-5 pum.
capinda) ve pseudomiseller halinde goriiliirler. C. krusei, C. parapsilosis haric olmak
tizere, digerleri SDA ve Mycosel Agarda iirerler. C. tropicalis ise bu ortamlarda yavas
tirer. C. tropicalis ve C. albicans’m spesifik identifikasyonu immunofloresens yardimiyla

saglanir.

Candida turlerinin tanisinda:

1- Koloni topografisi, rengi, kokusu, yapisi (SDA ortaminda),

2- Mikroskopik morfolojisi (misir unlu-Tween Agar),

3- Klamidospor olusumu (misir unlu-Tween Agar),

4- Bazi karbonhidratlarin fermentasyonu,

5- Patolojik materyallerde pseudohifa, tomurcuklu hiicrelerin varligi,

6- Blastospor olusumu (misir unlu-Tween Agar) gibi kriterlerden yararlanilr (Arda M.

ve ark. (1997).

Son zamanlarda, Candida tiirlerini identifiye etmede molekiiler teknikler
gelistirilmistir fakat veteriner alanda klinik 6rneklerden mantar DNA’sinin PCR analizi ile

tanisi iyi tanimlanmamistir (Kano R. ve ark., 2002).



Aspergillozis, aspergillus tiirleri (A. fumigatus, A. flavus ve diger tiirleri) tarafindan
olusturulan ve genellikle solunum yollarina yerlesen ve bazen de sistemik infeksiyonlara
yol acan bir mantar hastaligidir. infeksiyonlara en fazla kanatlilarda daha az olarak diger

hayvanlarda ve insanlarda rastlanir.

Hastaligin c¢ikisinda predispoze edici faktorlerin, fazla antibiyotik ve kortikosteroid
kullanilmasi, kotii bakim ve beslenme, hijyenik olmayan ve kotii barinaklar, hayvanlarin
¢ok sik bulunmalari, v.s. faktorlerin 6nemli hazirlayici ve kolaylastirict etkisi vardir (Arda

M. ve ark., 1997).

Aspergillus’lar yeryliziinde her yerde yaygin olarak bulunan hifli mantarlardir;
dogal yasam ortamlar1 toprak ve ciiriiyen bitki materyalidir; dogadaki temel islevleri
karbon ve nitrojen cevrimiyle ilgilidir, biyodegredasyonda rol alirlar. Bu mantarlar
tirettikleri enzimler sayesinde tiim organik maddeleri ayristirarak kullanir ve saprofit olarak
yasarlar; uygun kosullarda bitki, hayvan ve insanlarda patojen hale gecebilirler. Yasam
cemberlerini tamamlamak igin konak olarak insana gereksinimleri yoktur. Ureme hiz ve
kapasiteleri yiiksektir. Atmosfere dagilan konidyumlar havada asili kalabilir, toz ve diger
parcaciklarla her yere tasmabilirler, havada en yiiksek yogunlukta bulunan mantarlardan
biridir. Ortam ¢aligsmalarinda insanlarin solunumla giinde en az birkag yiiz konidi aldiklar

belirlenmistir (Kantarcioglu ve Yiicel, 2003).

Bagisikligi tam bireylerde solunumla alinan konidiler dogal diren¢ mekanizmalan ile
zararsiz hale getirilir. Dolayisiyla yakin zamanlara kadar Aspergilus’lara yalmz alerjik
reaksiyonlara ve tedavisi basarili olmus tiiberkiilozlu veya sarkoidozlu hastalardaki daha
onceden olusmus kavitelerde aspergilloma’ya (mantar topu) sebep olan zayif bir patojen
goziiyle bakilmistir. Aspergillus’lara bagli (alerjik bronkopulmoner aspergilloz. astim,
alerjik siniizit, alveolit gibi) alerjik hastaliklar miselli kolonizasyon olmaksizin Aspergillus
konidi ve antijenleriyle tekrarlarlayan karsilagsmanin ardindan olusurlar ve c¢ogunlukla
hastanin ortamdaki kaynaktan uzaklastirllmasiyla klinik iyilesme ile seyreder (Latgé,

1999).



Mantarlarin etkisiyle bazi besinlerde olusan zehirlerin yenmesiyle ortaya c¢ikan
Mycotoxicosis’de de bu mantarin onemli bir yeri vardir. Aspergillus flavus ve benzeri
mantarlarin iiredigi tahil ve meyvelerde gelisen aflatoksinlerle aflatoksikoz; aflatoksin B
ile karacigerde adenoma ve kanser olusumu; A. ochraceus’un yaptigi okratoksin A ve

B’nin hayvanlarda bobrek ve karacigeri bozdugu bildirilmistir (Bennett, 1987)

Alerji ve mikotoksikoz disinda Aspergillus tiirlerinin sebep olduklar1 hastaliklar
aspergilloz olarak tanimlanmaktadir. Bu mantarlar; tiiberkiiloz, sarkoidoz, bronsektazi,
pnomonilerin ardindan akcigerlerdeki kavitelerde, ekseri tist lobda yerlesik olarak
aspergilloma denilen mantar topu olusturabilirler ve hastalar ekseri asemptomatiktir. Bu
hazirlayici sebeplerle birlikte alkolizm, diabetes mellitus, uzun siireli steroid tedavisi gibi
bagisikligr baskilayici uygulamalar da bulundugunda kronik nekrotize akciger mikozlar
goriilebilmektedir (Kwon Chung ve Bennett, 1992, Verschraegen ve ark., 1997).

Son yillarda bagisikligi baskilanmig hasta sayisinin artmasiyla Aspergillus’lar
prevalansi en yiiksek hava kaynakli potansiyel patojenler olarak ortaya cikmislardir. Bu
cinsin tyeleri halen I6semi tedavi merkezlerinde ve solid organ transplantasyonu
birimlerinde basta gelen Oliim sebeplerindendir. Erken taninin erken tedaviye olanak
vererek prognozu etkileyecegi diisiiniilmektedir (Barnes ve ark., 1999, Sulahian ve ark.,

2001).

Aspergillus’lar yeryiiziinde Antarktika dahil her yerde, toprakta ve ozellikle ¢iiriiyen
organik maddelerde yaygindir. Sahip olduklar zengin enzim sistemleriyle hemen tiim
organik materyalleri ayristirarak kullanabildikleri ve diger mikroorganizmalar i¢in ¢ok
diisiik olan nem diizeylerinde bile gelisebildikleri icin, depolanmis tahil ve tohumlarda,
unlarda, deri ve tekstil iiriinlerine kadar cesitli gida ve esyalarda; ayrica dig ortamda ve
hastane ve evlerin i¢ ortamlarindaki havada asil1 olarak bol bulunurlar. Aspergillus cinsi ile
ilgili olarak Raper ve Fennel’in yayinladiklart monografta 132 tiir sayilmistir. Bugiin bu
cinsin kabul edilmis 180°den fazla tiirii ve 70 teleomorfu bulunmakta ve yeni tiirler de

tanimlanmaktadir (Kantarcioglu ve Yiicel, 2003).



Dokularda veya patolojik maddelerde genellikle konidiumlara ve az olarak da
konidiofor ve miselyal elementlere rastlanir. Aspergillus mantarlar monomorfik
(monofazik) bir ozellik gosterdiginden, gerek dokularda gerekse kiiltiirlerde ayni formlar

halinde bulunur.

Invaziv aspergillozis (IA)’a en siklikla sebep oldugu bildirilen tiirler A. fumigatus,

A. flavus, A. niger, A. terreus, A. nidulans’dur.

Daha nadir olarak hastaliga sebep olan tiirler A. amstelodami, A. avenaceus,
A. caesiellus, A. candidus, A. carneus, A. chevalieri, A. clavatus, A. glaucus,
A. granulosus, A. oryzae, A. quadrilineatus, A. restricus, A. sydowi, A. ustus, A. versicolor,
A. wentii, Neosartoria fisceri olarak sayilmaktadir (Latgé, 1999, Kwon Chung ve Bennett,

1992, Denning, 1998).

IA olgularinin yaklasik % 90’1ndan sorumlu oldugu bildirilen A.fumigatus’un onde
gelen yasam ortaminin ¢iiriiyen bitki materyali oldugu diisiiniilmekte ve kirsal kesimde
yasayan kistik fibrozlii hastalarda A.fumigatus’la kolonizasyon oraninin ¢ok yiiksek oldugu
one siiriilmektedir. A.fumigatus ile ilgili son yillarda gelistirilen cesitli molekiiler
tiplendirme sistemlerinin IA’un epidemiyolojisini aciklamakta yarar1 olmustur. ABD ve
Avrupa’da identik genotiplerin hastaliga sebep olduklar ve A.fumigatus genotipinin
yeryiiziinde yaygin oldugu gosterilmistir. Bu tiiriin, hastalardan elde edilen iki ii¢ genotipi
bulunmakla beraber infeksiyonlarin ¢coguna tek bir genotipin sebep oldugu bildirilmistir ve
bulgular A. fumigatus’un primer patojen bir mantar olabilecegine isaret etmektedir

(Denning, 1998).

Aspergillus tiirleri zincirler halinde ¢ok miktarda konidi iiretirler ve bunlar
olgunlastiklarinda ortama dagilirlar. Konidyumlar genelde 2-5 p ¢apindadirlar ve hava ile

tasinirlar.

Aspergillus tiirlerinin simiflandirilmas1  kiiltir ve morfoloji ©6zelliklerindeki
farkliliklara dayanir; kimyasal ve biyokimyasal yontemlerinin tanim degeri diisiiktiir.

Aspergillus hiicre duvarlarinda N-asetilglukozamin, glukoz, mannoz ve galaktoz



bulundugu belirlenmistir. Molekiiler biyoloji ve genetik yaklasimlar daha giivenilir
bulunmaktaysa da heniiz bilgi birikimi yeterli degildir (Latgé, 1999, Kwon Chung ve
Bennett, 1992).

Tanim i¢in hazirlanmig anahtarlarin dayandirildig: esas 6zellikler sunlardir.

-Konidili baglarin bi¢imi ve rengi
-Sterigmata (fiyalidler) sayis1
-Vezikiil bi¢imi
-Konidyoforlarin yap1 ve rengi

-Hiille cells (dinlenme hiicreleri) bicimi

Tiir tamimu i¢in tireme yapilar, cleistothecia (eseyli sporlarn iiretildigi tam kapali
askokarplar) bulunup bulunmadigi, askosporlarin ve konidilerin bi¢imi, boyut ve renkleri
gibi ozellikler kullanilir. Tanim icin tarif edilmis standart besiyerleri Czapek Dox agar
(CD) (%3 sukroz) ve %2 Malt Oziitii agar (MEA)’dir. A. glaucus ve A. restricus gruplari
gibi ozmofilik tiirler tanima uygun gelisme ve konidyumlanma i¢in yiiksek (%20-40)
glukoz veya siikroz yogunluguna gerek duyarlar. Cesitli sistematikciler ve arastiricilarin
kiif ¢aligmalarinda bazi goriis ayriliklarn vardir. Samson bir kisim kiifler i¢in besiyerlerine
pepton eklenmemesini, bu maddenin koloni formlarinda dogal 6zelliklerinden sapmalara
sebep oldugunu one siirerken Pitt, tanimda peptonlu Malt agara yer vermistir. Diger
yandan kiiflerde c¢iplak gozle ve/veya mikroskoptaki goriiniimleri birbirine yakin
benzerlikler gosteren durumlarla oldukca sik kargilagilir. Mantarlarda tamim  ve
tiplendirmenin deneyim ve birikim gerektirdigi kabul edilmektedir (Kantarcioglu ve Yiicel,

2003).

Genelde bu cinsin tiyeleri hizli gelisirlerse de gelisme hizlan degisiktir ve tiirlerin
ayirt edilmesinde Onem tasir. Tanim i¢in tarif edilmis besiyerlerinde, sicaklik ve 151k
bakimindan standart kosullar altinda belirli bir giindeki koloni ¢ap1 ve kadifemsi, pamuksu,
yiinsii, tanecikli, kubbemsi, yass1 gibi koloninin makroskobik goriiniimii tanim i¢in
kullanilir. Koloni rengi tanim i¢in kabul edilmis standart renk skalalariyla karsilastirilarak

belirlenir (Kantarcioglu ve Yiicel, 2003).



Koloniler ekseri hizli gelisirler; renkleri tiirlere ve gelisme kosullarina bagli olarak
beyaz, sari, sarims1 kahverengi, siyaha yakin kahverengi, kirmizi. veya yesil tonlarinda
harelidir; sik konidyoforlarin olusturdugu bir kece goriiniimiindedir. Konloni rengi daima,
vejetatif hiflerin, konidyumlu baglarin ve varsa eseyli yapilarin rengine baghdir. Besiyerine
dagilan pigment iretebilirler ve bu pigmentin rengi koloninin hava miselli kisminin
renginden farkli olabilir. Hifler bolmelidir, ince veya kalin olabilir; hif hiicreleri ekseri ¢ok
cekirdeklidir. Miselyum bir¢ok enzimler ve bazi mikotoksinler iiretme yetenegine sahiptir

(Kantarcioglu ve Yiicel, 2003).

Vejetatif hifanin “ayak hiicresi” denen 6zellesmis bir hiicresinden dik olarak ¢ikan
konidyofor denen konidyum tasiyict hifalarin ucu siskinlesmistir, yukar1 dogru
olusturduklar1 yuvarlak veya oval bigimdeki bas kismina “vezikiil” adi verilir. Vezikiil
izerindeki alan tiirlere gore farklidir ve bu 6zellik tiir tammminda kullanilir. Konidyum
yapict hiicreler olan “fiyalidler” ya dogrudan vezikiiliin iizerinde (uniseriate) veya
metulalarin iizerinde (biseriate) dogarlar ve altindaki sap (stibe) denilen hiicre ile birlikte
konidyumlu bas denen tipik goriiniimii olustururlar. Konidyoforun uzunlugu; bolmeli,
bolmesiz veya dallanmis olusu ve duvarinin diiz, piirtiiklii, dikenli olmas1 gibi 6zellikleri
tirlere gore farklidir. Yeni bir duvarla sarilmig olan konidyumlarin olusumu sirasinda
konidyum yapici hiicrenin (fiyalid) kendisi biiyiimez ve bunun dis tabakasi konidyumu

ortmek iizere uzamaz (enteroblastik gelisim) (Kantarcioglu ve Yiicel, 2003).

Konidyumlar ardarda dizilerek tesbih seklinde zincirler olustururlar ve boyle bir
zincirde en geng¢ hiicre en diptekidir. Konidyum zincirleri ya tikiz siitunlar halinde
(kolonvari) veya yayinik (1sinsal)’dir. Konidyumlar bir hiicreli, duvarlar diiz veya piiriizli,
dikenli; seffaf veya pigmentli olabilirler. Bazi tiirler “hiille cells” denen dinlenme hiicreleri
veya sklerot denen tikiz hif kitleleri iiretirler. Bu 6zellikler tiirlerin ayiriminda 6nem tasir.
Teleomorflarin tamiminda olgunlagmis klaystotesyum, ask ve askosporlarin bigimleri ve

renkleri onem tasir (Kwon Chung KJ ve Bennett JE, 1992).

Aspergillus tiirleri arasinda hayvanlarda hastalik olusturanlarin baginda Aspergillus
Jumigatus bulunmaktadir. Daha az olarak da A. flavus, A. nidulans, A. niger, A. terreus,

v.s. gibi tiirler yer almaktadir. Aspergillus tiirleri, Sabouraud Dekstroz Agar ve diger



mikolojik besi yerlerinde kolayca iirerler. Ilk izolasyonlar i¢in ortamlara antibiyotikler
katilabilir. Kat1 ortamlarda, goriilebilecek kadar biiyiikliikte kolonilere 24-30 saat icinde
rastlanabilir. Bazi tiirler daha geg iireme gosterirler. Aerobik kosullarda ve 37°C de iiretilen
A. fumigatus kolonileri, onceleri beyaz, sonralar1 sari, yesil, mavi-yesil, dumanimsi bir

renk alirlar ve ince graniiler goriiniime sahip olurlar (Arda M. ve ark., 1997).

Oportunistik mantar infeksiyonlarinin bu epidomiyolojik dagilimlarindan dolay1
hizli identifikasyon metodlarinin  gelistirilmesi sistemik mantar ineksiyonlarinin
kontroliinde gereklidir, ciinkii 6zellikle immun sistemi baskilanmis hastalarda invaziv
mantar infeksiyonunun erken ve patojenin tiir diizeyinde dogru tamisi tedavi i¢in kritik
noktadir. Molekiiler biyoloji tabanli teknikler 6zellikle PCR tabanli teknikler mantar
infeksiyonlarinin tanisinda giivenilir ve hassas teknikler olarak siklikla kullanilmaktadir

(Kanbe T. ve ark., 2003).

Morfolojik, serolojik veya  biyokimyasal testler Candida tiirlerinin
identifikasyonunda kullanilmaktadir. Direkt mikroskobik baki hizli bir tan1 metodudur,
ancak bunun yaninda Candidalari, Aspergilluslar da iceren diger mantarlardan ayirt etmek
zordur. Klinik 6rneklerden patojenik organizmalarin kiiltiire edilerek identifikasyonu en

azindan bir hafta gerektirmektedir.

Son zamanlarda, mantar patojenlerinin identifikasyonlarinda molekiiler biyoloji
tabanli testler konvansiyonel testlere nazaran daha kolay ve etkili bir bicimde kullanilmaya
baslanmistir. Tamisal Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) testlerinin hizi, yiiksek
sensitivite ve Ozgiilliigiinden dolayr bircok mantar tiiriiniin identifikasyonunda

laboratuarlarda hizla artarak kullanilmaya baslanmistir (Kano R. Ve ark. 2002).

Bu tez calismasi ile kopeklerde sistemik mikozislere sebep olan bazi patojenik
Candida tiirleri ve Aspergillus fumigatus’un nested Polimeraz Zincir Reaksiyonuyla

varliginin ortaya konulmasi amag¢lanmaktadir.



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec

2.1.1. Ornekler

Aydm ili ve cevresinde bulunan sahipli kopeklerden teknigine uygun olarak alinan
200 adet tam kan 6rnegi Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Rutin Teshis Laboratuarina soguk zincirde getirilmistir. Kan 6rnekleri DNA
izolasyonu yapilincaya kadar -20 °C derin dondurucuda saklanmistir. Arastirma
materyalini olusturan kopek kan orneklerinin 116 (% 56.5)’s1 erkek kopeklere ve 84 (%
43.5)’ii disi kopeklere aittir. Orneklerin kopek irklarina gére dagilimi Cizelge 2.1.1.1°de

gosterilmektedir.

Cizelge 2.1.1.1.: Alinan kan 6rneklerinin kopek irklarina gore dagilimi.

Ornekleme Yapilan Orneklenen Erkek Disi
Kopek Irklar Kopek Sayis1 | Kopek Sayis1 | Kopek Sayisi
(adet) (adet) (adet)

Alman Coban Kopegi 16 11 5
Kangal 33 23 10
Pointer 18 9 9
Setter 19 10 9
Melez 76 42 34
Barak 12 7 5
Doberman 12 6 6
Terrier 14 8 6
TOPLAM 200 116 84




2.1.2. Standart Suslar

Caligmada kullanilan standart suslar (Candida albicans ATCC 90028, Candida
glabrata ATCC 90030, Candida tropicalis ATCC 750, Candida parapsilosis ATCC 22019
ve Aspergillus fumigatus ATCC 16903) Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan temin edilmistir.

2.1.3. Besiyerleri

%4 Sabouraud Dextrose Agar (Merck 1.05438)

%4 Sabouraud Dextrose Agar 65¢g

Distile Su 1000 ml

Karisimin pH’s1 5.6’ya ayarlanip, 15 dakika otoklav edildikten sonra, 50 °C’ye

kadar sogutulup, icerisine antibiyotik ilave edilip steril petrilere dokiildii.

%2 Sabouraud Dextrose Broth (Merck 1.08339)
%?2 Sabouraud Dextrose Broth 30g

Distile Su 1000 ml

Karigimin pH’s1 5.6’ya ayarlandiktan sonra tiiplere 5’er mililitre aktarilip 15 dakika

otoklavda steril edildi.



2.1.4. DNA Ekstraksiyon Kiti

Mantar sporlar1 ve bakteriler dahil bircok mikroorganizmadan yiiksek kaliteli
genomic DNA’nin izolasyonu i¢in dizayn edilmis UltraClean Microbial DNA Isolation

Kit® (MO BIO Laboratories, Inc.) kullanilmistir.

2.1.5. Primerler

Calisma iki asamal1 olarak planlanmigtir. Calismada ilk amplifikasyon asamasi icin

CDF28 ve CDR148 esas primerler kullanilmistir (Kanbe ve ark., 2003).

Tiir spesifik primerlerin dizayninda Kanbe ve ark. (2003) bildirdikleri Candida
tirleri ve Aspergillus fumigatus DNA topoisomerase II geni niikleotid sekanslar
kullanilmigtir. Tez calismasinda kullanilan primerler, niikleotid sekanslari, primer cifti ve

primer c¢iftleri tarafindan olusturulan DNA {iriinii agsagida ¢izelge 2.1.5.1°de verilmistir.



Cizelge 2.1.5.1.: Primer isimleri, niikleotid sekanslar1 ve primer ¢iftleri tarafindan amplifiye edilen
DNA iiriinii.

Mantar Tiirii ve Primerler Yon Sekans (5'-3") Uriin (bp)
Esas Primerler
CDF28 F GGTGGWMGDAAYGGDTWYGGYGC 1,200
CDR148 R CCRTCNTGATCYTGATCBGYCAT
Spesifik Primerler
Candida albicans
CABF0%4 F CCTGAACCACAAGATGGACCATTA 490
CABR143 R CGCAGTTTTCTACTACCATCG
Candida parapsilosis |
CPP1F034 F CGGCTGATTTGAACACTGGTAAAC 880
CPP1R122 R TGTCAAGATCAACGTACATTTTAGT
Candida parapsilosis 11
CPP2F038 F GGACAACATGACAAAAGTCGGCA 310
CPP2R069 R TTGTGGTGTAATCTTGGGAG
Candida glabrata
CGBFO035 F CCCAAAAATGGCCGTAAGTATG 672
CGBR102 R AGTCGCTACTAATATCACACC
Candida tropicalis 11
CTR2F049 F GGACAGTTTGGATGAAGATTTA 777
CTR2R126 R GAGACCAGCCACGGACAAATTCAAC
Aspergillus fumigatus
AFMF067 F TCTTCTCCACCGAATTCACG 1,097
AFMR176 R TCATCAAATGACCGTAGCGCAA

2.1.6. Kod Dash DNA Polymerase (LPD-101)

Tez calismasinda Kanbe ve ark. (2003) nin bildirdigi gibi LPD-101 Kod Dash DNA

polimeraz kullanilmistir. Kod Dash polimerazin 6zellikleri asagida belirtilmektedir;

-Bu  enzim kansimi disilk template miktarlarinda degisik hedeflerin

amplifikasyonunda etkilidir. Bu enzimin uzatma kabiliyeti normal Taq DNA polimeraza

gore daha biiyiiktiir.



-KOD DNA’nin ozelligi sebebiyle bu enzim karistmi Tag DNA polymerase (2

misli) ve Pfu DNA polymerase’a (6 misli) gére daha yiiksek uzama hizina sahiptir.

-Bu enzim karisiminin hata oran1 Taq DNA polymerase’a gore yaklasik olarak 3-4

kat daha diistiktiir.

2.1.7. Soliisyonlar

TE buffer : Arastirmada kullanilan primerlerin sulandirilmasinda MBI Fermentas®

firmasinin iirettigi kullanima hazir pH 9.0 buffer kullanilmistir.

TAE buffer : Arastirmada MBI Fermentas® firmasinin tirettigi kullanima hazir buffer

kullanilmastir.

Ethidium bromide : Arastirmada Sigma® firmasinin iirettigi kullanima hazir agarose gel

elektroforezi i¢gn uygun ethidium bromide solusyonu kullanilmistir.

2.1.8. Kullamilan Makine ve Techizat

Aragtirmada Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Rutin teshis laboratuarinda bulunan Eppendorf Mastercycler personal marka
Thermal Cycler, Eppendorf Mini Spin Plus Santrifiij, BIO RAD Mini SubCell GT marka
elektroforez tanklar1 ve taraklari, THERMO EC250-90 Gii¢ Kaynagi, Arcelik -20 derin
dondurucu, Niive FN 500 strerilizator, Niive EN 500 Etiiv, Niive ES 500 Sogutmali etiiv,
Niive OT 4060 Otoklav, Niive BM 402 Benmari, Niive Steril kabin, otomatik pipetler ve

diger alet-ekipmanlar kullanilmistir.



2.2. Yontem

2.2.1. Ornekler

Aydm ili ve ¢evresinde bulunan sahipli kdpeklerden alinan 200 adet kan Ornegi
Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin
Teshis Laboratuarina soguk zincirde getirilmistir. Kan orneklerinden DNA izolasyonu
UltraClean Microbial DNA Isolation Kit ile prosediire uygun olarak yapilmistir. Ayrilan
DNA’lar PCR caligmalart yapilana kadar cryo tiiplerde -20 °C derin dondurucuda

saklanmaistir.

2.2.2. DNA izolasyonu

Caligmada kullanilan standart suslar (Candida albicans ATCC 90028, Candida
glabrata ATCC 90030, Candida tropicalis ATCC 750, Candida parapsilosis ATCC 22019
ve Aspergillus fumigatus ATCC 16903) Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan temin edilmistir. %4 Sabouraud Dextrose Agarda
tiretilen standart suglar Sabouraud Dextrose Broth’a pasajlanip UltraClean Microbial DNA
Isolation kitin prosediiriine uygun olarak DNA’lar ekstrakte edilmistir. A. fumigatus’un
DNA’st Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dalinda bulunan ROCHE marka MagNA Pure Compact otomatik DNA ekstraksiyon

cihazi ile ekstrakte edilmistir.



UltraClean Microbial DNA Isolation Kit Prosediirii:

1.8 ml (kan, s1v1 kiiltiir) ornek ependorf tiipe aktarilip 10000 devirde 30 saniye
santrifiij edildi. Ust s1v1 atildiktan sonra tekrar 10000 devirde 30 saniye santrifiij
edildi. Ust s1vi atild1.

Pelete 300 pl microbead soliisyonu eklendi ve microbead tiiplere aktarildi.

50 ul MD1 soliisyonu eklendi ve 65 °C de 10 dakika Benmari’de inkiibe edildi.
Microbead tiipler 10 dakika ardindan yatik olarak calkalayiciya kondu ve 10 dakika
tutuldu.

Microbead tiipler 10 dakikanin ardindan fazla sarsilmadan 10000 devirde 30 saniye
santrifiij edildi.

Siipernatant steril temiz ependorfa transfer edildi

Uzerine 100 ul MD 2 solusyonu eklendi ve 5 saniye vortekslendi. Ardindan 4 °C de
5 dakika inkubasyona birakildi.

5 dakikay1 takiben 10000 devirde 1 dakika santrifiij edildi.

Yaklagik 450 ul siipernatant pipetle alidi ve steril ependorfa aktarildi.

Uzerine 900 ul MD3 solusyonu eklendi ve 5 saniye vortekslendi.

Karisimin 700 ul’si Spin Filtreli tiipe aktarildi ve 10000 devirde 30 saniye santrifiij
edildi. Alt s1vi atild1 ve ayni1 igslem kalan karisim i¢in tekrarlandi.

Spin filtreli tiipe 300 ul MD4 ilave edildi ve 10000 devirde 30 saniye santrifiij
edildi. Altta kalan siv1 kisim atildiktan sonra tekrar bos olarak santrifuj edildi.

Filtre yeni steril tiipe aktarildi.

Uzerine 50 ul MDS5 filtrenin iizerine gelecek sekilde eklendi ve 10000 devirde 30
saniye santrifiij edildi.

Santrifiijden sonra filtre atild1 ve altta kalan sivi DNA olarak kullanildi.



2.2.3. PCR’de amplifikasyonda kullanilan bilesenler ve reaksiyon konsantrasyonlari

PCR’de amplifikasyonda kullanilan  bilesenler ve bunlarin reaksiyon

konsantrasyonlar asagidaki cizelgelerde gosterilmistir.

Cizelge 2.2.3.1: Nested PCR 1. Basamak PCR’da reaksiyon bilesen ve konsantrasyonlari

Reaksiyon bileseni Konsantrasyonu
10xPCR buffer 1.25 ul
10x dNTP mix (2mM) 1.25 wl
Primer 1 (CDF28) (5uM) 0.75 wl
Primer 2 (CDR148) (5uM) 0.75 wl
Kod Dash DNA Polymerase (2.5 U/ul) 0.25 u
Mili Q 12.0 pl "ye tamamlanir

PCR’de kullanilan 6rnek sayisina gore hazirlanan reaksiyon karigimi DNase-free
PCR tiiplerine dagitildi. Her birinin lizerine 0.5 pl’lik izole DNA’lar eklendi. Tiipler
thermal cycler’a yerlestirilip Nested PCR 1. Basamak c¢izelge 2.2.3.1°de verilen PCR

kondiisyonlarinda gergeklestirildi.

2.2.4. VI’ Primer Karisim (PsVI) hazirlanmasi

Nested PCR birinci basamaktan sonra elde edilen iiriinler, ikinci basamak PCR icin
template DNA olarak kullanildi. 5 uM olarak sulandirilan tiir spesifik primerlerin her
birinden 10’ar pl alindi. Bu miktardaki spesifik primerler yeni bir eppendorf tiipte
karistirilarak PsVI forward ve PsVI reverse primer miksleri hazirlandi. PsVI forward ve
PsVI reverse primer karigimlarn alikotlar halinde bulundurulmus ve ihtiya¢ halinde

kullanilmustir.



Cizelge 2.2.4.1 . Nested PCR II. Basamak reaksiyon bilesen ve konsantrasyonlari.

Reaksiyon bileseni Konsantrasyonu
10xPCR buffer 1.25 ul
10x ANTP mix (2mM) 1.25 ul
PsVI Forward (S5uM) 0.75 wl
PsVI Reverse (SuM) 0.75 ul
Kod Dash DNA Polymerase (2.5 U/ul) 0.25
MiliQ 11.5 pl ’ye tamamlanir

PCR’de kullanilan 6rnek sayisina gore hazirlanan reaksiyon karisimi DNase-free
PCR tiiplerine dagitildi. Her birinin iizerine 1 pl birinci basamak PCR ile elde edilen
iriinlerden eklendi ve tirtinler template DNA olarak kullamildi. Tiipler thermal cycler’a

yerlestirilip PCR islemi ¢izelge 2.2.4.1°de verilen kondiisyonlarda gerceklestirildi.

2.2.5. Pozitif Kontrol Karisim DNA hazirlanmasi

Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dalindan temin edilen standart suslar (Candida albicans ATCC 90028, Candida glabrata
ATCC 90030, Candida tropicalis ATCC 750, Candida parapsilosis ATCC 22019 ve
Aspergillus fumigatus ATCC 16903)’dan elde edilen template DNAlar ve C. parapsilosis [
saha izolat1 ayni tiip i¢inde en az 1 pg miktarinda olacak sekilde karistirllmistir (Kanbe ve
ark., 2003). Hazirlanan pozitif DNA karisimi Nested PCR 1. ve II. asamalarinda islenerek

elde edilen bant goriintiileri fotograflanmistir.

2.2.6. PCR inkubasyon sicaklik ve siireleri

PCR toplam 30 siklusta gerceklestirildi. PCR inkubasyon sicaklik ve siireleri
cizelge 2.2.6.1°de gosterilmistir.



Cizelge 2.2.6.1: PCR inkubasyon sicaklik ve siireleri.

On Isitma 96 °C 2 dakika
Denaturasyon 96 °C 30 saniye
Primer baglanmasi 57 °C 3 saniye
Ekstensiyon 74 °C 30 saniye

2.2.7. DNA elektroforezi ve PCR Uriinlerinin Goriintiilenmesi

PCR fiiriinleri ethidium bromid eklenen %1.2’lik agaroz jelde, 15 pl’lik hacimlerde,
sabit akimda, 80 voltta, 45 dakika elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforez sonuglar1 UV
transilluminatorde olusan band goriintiilerine gore degerlendirildi. Amplikonlarin yaklagik
olarak C.parapsilosis 11 310 bp, C. albicans 490 bp, C. glabrata 672 bp, C. tropicalis 11
777 bp, C. parapsilosis 1 880 bp ve A. fumigatus 1,097 bp hedeflerdeki varliklan arastirildi
(Kanbe ve ark., 2003).

2.2.8. Metodun Sensitivitesi

Metodun sensitivitesi i¢in, ekstraksiyonu MagNA Pure Compact otomatik DNA
ekstraksiyon cihaz1 ile yapilan, Aspergillus fumigatus pozitif kontrolii kullanildi.
Ekstraksiyonu yapilan pozitif kontrol Aspergillus fumigatus susunun DNA miktar1 10,6
pug/ml olarak Olctilmiistiir. Aspergillus fumigatus DNA’s1 1,10,100,1000 pg/ml olacak
sekilde sulandirilmis ve metodun sensitivitesi icin bu ornekler nested PCR islemine tabi

tutulmustur.



3. BULGULAR

Bu tez calismasi ile kopeklerde goriilen ve klinik tanist konulamayan sistemik
Candida ve Aspergillus fumigatus infeksiyonlarinin DNA topoisomerase II geni niikleotid
sekanslart kullamilarak tanilart yapilmistir. Arastirmamizda Aydin ili ve cevresinde
bulunan sahipli kdpeklerden toplanan 200 adet eriskin kopek kan 6rneginin 68 (%34)’inde
sistemik mantar infeksiyonu saptanmistir. Elde edilen pozitiflik oranlarimin kopek

rklarina gore dagilimi Cizelge 3.1°de gosterilmektedir.

Cizelge 3.1.: Pozitif 6rneklerinin kopek 1rklarina gore dagilimi

Ornekleme Yapilan Pozitif Erkek Kopek | Pozitif Disi Kopek
Kopek Irklar: Sayisi Sayisi
(adet) (adet)
Alman Coban Kopegi 3 2
Kangal 7 3
Pointer 4 4
Setter 5 3
Barak 4 3
Doberman 2 3
Terrier 2 2
Melez 16 5
TOPLAM 43 25

Arastirmamizda kullanillan Candida albicans (ATCC 90028), Candida glabrata
(ATCC 90030), Candida tropicalis Il (ATCC 750), Candida parapsilosis (ATCC 22019),
Aspergillus fumigatus (ATCC 16903) DNA’lar1 ve C. parapsilosis I saha izolatt DNA’s1
icin tek tek PCR miskleri hazirlanmis ve PsVI ile nested PCR I ve II. basamaklar

gerceklestirilmistir. Elde edilen bantlar ultraviyole transilluminatérde goriintiilenerek



fotograflar1 cekilmis ve bu bant goriintiileri Resim 3.1.1°de gosterilmistir. Kullanilan
standart Candida parapsilosis (ATCC 22019) susunun DNA topoisomerase II genine
spesifik primerlere goére Candida parapsilosis Il olmarak tamimlanmasi dikkat

cekmektedir.

Resim 3.1.1 Aspergillus fumigatus ve Candida turleri i¢cin nested PCR (Amplikonlarin yaklasik olarak
C.parapsilosis 11 310 bp, C. albicans 490 bp, C. glabrata 672 bp, C. tropicalis 11 777 bp, C. parapsilosis 1
880 bp ve A. fumigatus 1,097 araligindadir). Siitun M: 100+500 bp’lik Molekiiler agirlik isaretleyicisi
(100+500 bp ladder), Siitun 1: Aspergillus fumigatus (ATCC 16903), Stitun 2: C. parapsilosis 1 saha izolat,
Siitun 3: Candida tropicalis 11 (ATCC 750), Stitun 4: Candida glabrata (ATCC 90030), Siitun 5: Candida
albicans (ATCC 90028), Siitun 6: Candida parapsilosis Il (ATCC 22019).

Arastirmamizda kullanilan nested PCR metodu ile kan orneklerinden ekstrakte
edilen DNA’lardan, PsVI miks forward ve reverse primerleri kullanilarak, hem Candida
tiirlerinin (Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis 1I, Candida
parapsilosis I ve II) hem de Aspergillus fumigatus’un tek PCR tiipii ile tamilar
gerceklestirilmistir. Arastirmamizda 68 pozitif 6rnegin 40 (% 58.8)’inda tek mantar
infeksiyonu ve 28 (% 41.2)’inde ise miks mantar infeksiyonlar1 goriilmiistiir. 40 (% 58.8)
pozitif drnegin, 16 (% 8)’s1 C. albicans, 12 (% 6)’si A. fumigatus, 4 (% 2)’u C. tropicalis
11,4 (% 2)u C. parapsilosis I, 4 (% 2)’1u C. glabrata olarak identifiye edilmistir. 28 (%
41.2) miks ornekte ise, 8 (% 28.57) C. albicans ve C. tropicalis II, 8 (% 28.57) C. albicans
ve C. parapsilosis I, 4 (% 14.28) C. parapsilosis I-1l ve C tropicalis 1I, 4 (% 14.28)
A. fumigatus ve C. parapsilosis Il ve 4 (% 14.28) C. glabrata ve C. parapsilosis 1
saptanmistir. Sistemik mantar infeksiyonu saptanan orneklerin irklara gore dagilimi

Cizelge 3.2.’de gosterilmektedir.



Cizelge 3.2.: Sistemik mantar infeksiyonu saptanan drneklerin kopek irklarina gore dagilimi.

Caeans | g | €| PP | o || ot | i | Cqumlen | i | e
' ' (n:4) (n:4) ' (n:8) (n:8) (n:4) (n:4) (n:16)
E E D E D E D E D E D E D E D E D E D
Kangal 2 1 - - - - - 1 - - - 1 - - - 1 1 1 1
Pointer 1 2 1 1 - - 1 - - - 1 - - - - - - - -
Setter 1 1 - 1 - - 1 - - 2 1 - 1 - - - - - -
Barak - - 1 1 - - - - - 1 1 1 - 1 - - - - -
Doberman - - - - - 1 - - - - - 1 1 - 1 - - - -
Terrier 1 - 1 - - 1 - - - - - - - - - - - - -
Melez 3 3 1 1 - - - 1 2 1 - 3 - 2 - 1 - 1 -

E: Erkek képek
D: Disi kopek




Identifikasyonlar1 yapilan bazi pozitif 6rneklerin jel fotograf goriintiileri Resim
3.1.2°de gosterilmistir. Baz1 drneklerde, nested PCR’1n 1. basamagi sonucunda hedeflenen
1200 bp bolgede bant goriilmemistir. Ancak bu orneklerin yapilan nested PCR’in II.
basamagi sonucunda hedef olarak belirlenmis bantlar goriilmiis ve bu Orneklerin de

identifikasyonlar1 yapilmistir.

Arastimamizda kullanilan Candida albicans (ATCC 90028), Candida glabrata
(ATCC 90030), Candida tropicalis Il (ATCC 750), Candida parapsilosis (ATCC 22019),
Aspergillus fumigatus (ATCC 16903) DNA’lann ve C. parapsilosis [ saha izolati
DNA’larindan 6’l1 DNA miksi hazirlanmis ve PsVI ile nested PCR I ve II. basamaklari
gerceklestirilmistir. Elde edilen bantlar ultraviyole transilluminatérde goriintiilenerek

fotograflar1 ¢ekilmis ve bu bant goriintiileri Resim 3.1.2°de gosterilmistir.

M1 1 2 3 4 S5 6 7 8 9 10 11 12 13 M2

(bp)
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;-

1000 =— 1000
900 =
800 =
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Resim 3.1.2 Aspergillus fumigatus ve Candida turleri i¢in nested PCR (Amplikonlarin yaklagik
olarak C.parapsilosis II 310 bp, C. albicans 490 bp, C. glabrata 672 bp, C. tropicalis Il 777 bp, C.
parapsilosis 1 880 bp ve A. fumigatus 1,097 araligindadir). Siitun M1: 100 bp’lik Molekiiler agirlik
isaretleyicisi (100 bp ladder), Siitun 1: 6’1 DNA miksi, Siitun 2: Aspergillus fumigatus (ATCC 16903), Siitun
3: C. parapsilosis 1 saha izolati, Siitun 4: Candida tropicalis 11 (ATCC 750), Situn 5: Candida glabrata
(ATCC 90030), Siitun 6: Candida albicans (ATCC 90028), Siitun 7: Candida parapsilosis II (ATCC 22019),
Siutun 8: Candida parapsilosis Il pozitif 6rnek, Siitun 9: Candida albicans pozitif 6rnek, Siutun 10: Candida
glabrata pozitif 6rnek, Siitun 11: Candida tropicalis II pozitif 6rnek, Siitun 12: C. parapsilosis I pozitif 6rnek
Stitun 13: Aspergillus fumigatus pozitif 6rnek, Siitun M2: 100+500 bp’lik Molekiiler agirlik isaretleyicisi
(100+500 bp ladder)



Arastirmamizin sensitivitesi icin Aspergillus fumigatus (ATCC 16903) pozitif
kontrolii kullanilmistir. Aspergillus fumigatus (ATCC 16903) pozitif kontrol DNA’s1
metoduna uygun olarak 1, 10, 100, 1000 pg/ml olarak sulandirilmistir. Bu sulandirmalart
yapilmis Aspergillus fumigatus DNA’larinin ayri ayr1 PsVI ile nested PCR’lar1 yapilmistir.
Elde edilen bantlar ultraviyole transilluminatorde goriintiilenerek fotograflar cekilmis ve

bu bant goriintiileri Resim 3.1.3’de gosterilmistir.

Aspergillus fumigatus DNA sulandirmalarinin ayr1 ayr1 PsVI ile yapilan nested
PCR’lan sonucunda 1 pg/ml’de goriintii elde edilmistir. Elde edilen bu sonug, yapilan PCR

isleminin sensitivitesinin yiiksek oldugunu gostermektedir.

(bp)
1500 —

1000 —

500 —

100 —

Resim 3.1.3 PsVI ile nested PCR’lar1 dilusyonlar1 yapilmis Aspergillus fumigatus Amplikonlar
Stitun M: 100+500 bp’lik Molekiiler agirhk isaretleyicisi (100+500 bp ladder), Siitun 1: Aspergillus
Sfumigatus (ATCC 16903) lpg/ml, Stitun 2: Aspergillus fumigatus (ATCC 16903) 10 pg/ml, Siitun 3:
Aspergillus fumigatus (ATCC 16903) 100 pg/ml, Siitun 4: Aspergillus fumigatus (ATCC 16903) 1000pg/ml.



4. TARTISMA

Candida tiirleri immun sistemi baskilanmig hasta bireylerde en fazla goriilen derin
kutan6z ve tirnak infeksiyonlarina neden olan mantar patojenlerindendir. Teshiste
siiperfisiyal infeksiyonlardan yararlanilir fakat daha invaziv formlar kronik infeksiyonlara
yol acar (Dupont 1990). Candida infeksiyonlarmin baslica ajam1 olan Candida albicans
icin tan1 metotlar1 gelistirilmeye ¢alisilmaktadir, fakat diger Candida tiirlerinin de
infeksiyonlardan izole edildigi goriilmiistiir. Ge¢miste yapilan kan kiiltiirii caligsmalarinda
kanser hastalarindan izole edilen Candida tiirlerinin yarisindan Candida albicans izole
edilmistir. Diger izolatlar da Candida tropicalis, Candida glabrata, C. krusei,
C. parapsilosis, C. guilliermondii ve miks infeksiyon olarak C. albicans ve Candida
glabrata beraber saptanmistir (Meunier ve ark 1992). Yayinlanmis olan bir¢cok PCR
protokolleri de hem C. albicans, hem de diger Candida tirlerinin saptanmasi icin

gelistirilmistir.

Mantar infeksiyonlarin PCR ile saptanmasinda ilk diagnostik ¢alisma Buchman ve
arkadaslan (1990) tarafindan yapilmistir. Candida tiirleri i¢in ergosterol biyosentezindeki
roliinden dolay1 sitokrom Pssy lanosterol-14a-demetilaz enzimi genini kodlayan hedef
bolge amplifikasyon icin sec¢ilmistir. PCR c¢aligmasinin duyarliligt tam olarak ortaya
konamamasina ragmen 10%-10° c.fu ml’ deneysel asamada etkili olmustur. Cerrahi
operasyon geciren alti hastadan alinan idrar, balgam, yara sivist gibi ornekleri igceren
marazi maddelerden yapilan PCR calismasinda 15 6rnekten pozitif sonug elde edilmistir.

Fakat bu sonuglarin sensitivitesi tartigilamamaisgtir.

Candida albicans mitokondrial DNA’sindan duplike edilmis bolgeden yapilan
sekans analizi Candida albicans spesifik PCR calismasi olarak Miyakawa ve arkadaslar
(1992) tarafindan yapilmistir. Primerler 40 adet Candida albicans tiiriinden 1.8 kb
fragment elde edilmesini saglamistir. Diger Candida tiirleri, Cr. Neoformans.

Saccharomyces cereviciae, i¢ adet bakteriyel izolat ve insan hiicresini iceren 38 adet



izolattan herhangi bir sonu¢ elde edilememistir. PCR caligmasinin duyarliligt maya
hiicrelerinin tuz igeren soluyonda ve insan idrarinda diliie edilmesi sonucu saptama limiti
tuz solusyonunda 2-10 hiicre ve idrarda 100 hiicre olmak tizere etidium bromid ile boyanan
jelde kontrol edilmistir. Bu analiz, Southern hibridizasyon ile gelistirilmistir. Metot sonucu
arastirmacilar, bu sekilde az miktarda Candida albicans spesifik fragment (400-500 bp)
iceren Ornekler icin metodun pratik oldugunu, fakat kan gibi ¢ok sayida amplikon igeren

ornekler icin metodun uygun olmadigini kabul etmislerdir.

Niester ve arkadaglar (1993), cesitli Candida tiirlerinin saptanmasi i¢in nested PCR
metodunu kullanmislardwr. C. albicans, C. glabrata ve S. cerevisiae tiirlerinin kiigiik {inite
rRNA genlerinin, tim geni amplifiye ettiginden dolay1 sekanslama analizleri elde
edilmistir. Uriinler C. guillermondii, C. krusei, C. parapsilosis, C. pseudotropicalis,
C. stellatoidea ve C. tropicalis tiirlerinden elde edilmistir. Direkt sekanslama, Southern
hibridizasyon, restriksiyon enzim mapping ve interrepeat PCR yoOntemleri ile tiir spesifik
parmak izleri ¢ikarilmis, adi gegen sekiz adet Candida izolatlarinin identifikasyonunda

kullanilmastir.

Kan 1993 yilinda Candida albicans tiriiniin aktin geninin 158 bp segmentinin
amplifikasyonu yapmistir. Amplikonlar 30 bp internal prob ile isaretlenmis PCR reaksiyon
tiipleri hibridize edilmistir ve daha sonra akrilamid jel ile elektroforez yapilmis ve
otoradyografi ile pozlanmistir. Testin duyarliligi 25 fg DNA yada on adet maya hiicresi

olarak belirlenmistir. Duyarlilik testi de tiir spesifik olarak degerlendirilmistir.

[lk PCR degerlendirmesi, immunokompetent fare modeli ve hasta Ornekleri
kullanilarak yapilmistir. Kemirgen kandidiemi olgusundan elde edilen kan orneklerinden
kiiltiir ve plazma ornekleri PCR ile test edilmistir. Biitiin ornekler, infeksiyonun
baslamasindan sonraki dort giinliik periyotta pozitif olarak degerlendirilmistir. Ikinci
modelde ise uylukta lokalize olan infeksiyon indiiklenmis ve 15 giin siirmek iizere her ii¢
giinde bir drnek alinmistir. Bu test sonunda ise PCR ve kan kiiltiiriinden pozitif sonug elde
edilmemistir. Ayn1 durum ise kan kiiltiirii yapilan hastalarda da saptanmistir. Serum
ornekleri, daha 6nce Candida izole edilen 14 hastadan toplanmis ve 11 adedi pozitif 6rnek
elde edilmistir. Bu protokolle birlikte hem fare 6rneklerinden hem de klinik hastalarin

orneklerinden Candida tiirlerinin izole edilebilecegi ortaya konmustur ve bununla birlikte



PCR ile yanlis pozitif sonu¢ eldesi olmaksizin noninfeksiyéoz kommensal ve yayilma

egilimi gostermeyen Candida tiirlerinin izolasyonu da yapilmistir.

Crampin ve Matthews (1993) diisiikk sayida gen iceren heat shock protein 90’1
(HSP90) PCR amplifikasyonunda kullanmislardir. Kullamilan primerler ise Candida
albicans genlerinden olusan amplikonlardan elde edilmistir. Buna ek olarak Candida
tiirlerine ait olmayan nonspesifik tiriinler de saptanmistir. Arastirmacilar da nonspesifik

tiriinlerin klinik 6rneklerden elde edilemeyecegini belirtmislerdir.

Candida albicans tirtinde bulunan kitin sentetaz (CHS1) geni de, diger
memelilerde bu genin olmadiginin belirlenmesi icin PCR calismalarinda hedef olarak
kullanilmistir (Jordan 1994). Identifiye edimis olan primerler, Candida albicans (122 bp),
Candida parapsilosis (311 bp), C. tropicalis (519 bp), C. glabrata (535 bp) tiirlerinin
amplikonlarindan elde edilmistir ve bu dort Candida tiirii, neonatal kandidemi vakalarinin
%90’1indan sorumlu olmaktadir. Bu metot, medikal onemi olan Candida tiirlerinin tek
basamakta saptanmasi acisindan ilk olarak uygulanmistir. Tiir spesifik problar ise Southern
hibridizasyonda kullanilmak i¢in dizayn edilmisti. PCR ve kan kiiltiiriiniin
karsilagtirilmas1 acisindan muayene edilen 27 adet serumun 26 tanesi uyumluluk
gostermistir. Yiiksek risk tasiyan 29 hastanin serumundan ve kemik iligi transplantasyonu
olan mukozal kolonizasyonlu 5 hastadan alinan 6rneklerden hi¢birinde PCR sonucu pozitif
izolat elde edilememistir. Bu protokol, kan Kkiiltiiriine gore daha duyarli olmamasina
ragmen hizhi uygulanmaktadir ve tiir diferansiyasyonu acisindan daha avantajli olarak

belirlenmistir.

Bu arada rRNA genleri de hedef olarak secilme 6zelligini siirdiirmektedir. Holmes
ve arkadaglar1 (1994) 5S rRNA gen tabanli 2 adet primer ¢ifti elde etmistir ve bu ciftlerden
biri 105 bp’lik, digeri de 684 bp’lik olarak saptanmistir.

Buna benzer olarak SSU rRNA geninde bulunan V4 bolgesi, PCR i¢in baz olarak
Southern blotlama tekniginde ve tiir spesifik problamada kullanilmis, notropenik bir
faredeki C. albicans tirii izole edilebilmistir (Van Deventer ve ark 1995).

Immunokompetent farelerde gastrointestinal kolonizasyon belirlenmis ve aym metotla



PCR protokoliiniin kommensal mantarlar1 degil, sadece invaziv mantar hiicrelerini
belirledigi ortaya konmustur. PCR ve kan kiiltiiriiniin karsilagtirilmas1 sonucunda bu
metotla pozitif orneklerin sayisinda artis belirlenmistir. Ayrica degisik tiirlere ait genetik

problar kullanilmasiyla da tiir ¢esitliligi de belirlenebilmektedir.

Fujita ve arkadaslan (1995), C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei ve
C. glabrata tiirlerinin, 5S rRNA geninin ve ITS bolgesinin sekanslanmasi sonucu elde
edilen primerler ile belirlenebildigi bir evrensel PCR protokolii gelistirmislerdir.
Protokoliin duyarliligini test etmek icin enzim immunoassay kullanilmis ve kolorimetrik
metot yerine etidium bromid boyama metodundan sonra hiicre yogunlugunun 10” kat arttigl

belirlenmistir.

Haynes ve arkadaslar1 (1995) ve Haynes ve Westerneng (1996) genis subunit
(LSU) rRNA gen sekansmin baz alindigi reverz primer kullanmis ve patojen Candida
tirlerinin 4 ayr1 forward primer ile belirlenebilecegini ortaya koymustur. Dort PCR
protokoliinde de ayni sicaklik derecesi kullanilmis ve dokuz adet C. albicans izolati, 18
adet C. glabrata izolati, C. parapsilosis izolati, 18 adet C. krusei izolat1 tiir bazinda
identifiye edilmistir. DNA ekstraksiyonunun da dahil oldugu test prosediirii zaman olarak 3

saat siirdiigii belirlenmistir.

L;A; geninin ekspresyonuna dayali olan bir PCR calismasinda da C. albicans,
S. cerevisiae ve Blastoschizomyces capitatus tiirlerinin de identifiye edilebildigi
bildirilmistir (Morace ve ark 1997). PCR calismasi1 sonucu 200 fg Candida DNA’s1 elde
edilmis ve yedi degisik tiire ait restriksiyon enzim mapping identifiye edilmistir. Bu metot,
mantar infeksiyonu gecirmis oldugu belirlenen hastalardan alinan kan Orneklerine
uygulanmis ve 21 adet ornegin 15 adedinden PCR pozitif sonu¢ elde edilmistir, bu
sonuclarin da kiiltiir sonuglari ile pozitif korelasyon gosterdigi saptanmistir. Arasgtirmacilar
ise kesin bir yorum yapilabilmesi i¢in bu protokoliin ¢ok sayida hasta 6rnegi iizerinde
uygulanmasin1 vurgulamislardir. Sonucglar cesaret verici olsa da rutin teshis icin

orneklemenin yiiksek yapilmasi1 gerekmektedir.

Kanbe ve ark. (2002) Candida tiirlerinin hizli ve tiir seviyesinde identifikasyonu

icin DNA topoisomerase Il geni sekanslarina dayali bir metod gelistirmislerdir. Nested



PCR ile Candida tiirlerinin DNA topoisomerase Il genlerine ait primerlerin kullanildig

calismada klinik materyallerden kolay hizli ve tiir diizeyinde identifikasyon saglanmistir.

Arastirmamizda Aydin ili ve ¢evresinde bulunan sahipli kopeklerden toplanan 200
adet erigkin kopek kan 6rneginin 68 (% 34)’inde sistemik mantar infeksiyonu saptanmistir.
Bu 68 (% 34) pozitif 6rnegin 52 (% 76,5)’inden Candida tiirlerinin identifikasyonu

yapilmuistir.

Aspergillus cinsinin iiyeleri sik rastlanan saprofit mikroorganizmalardir ve toprakta
bol miktarda bulunurlar. Havada bulunan spor formlarinin %0.1-22 kadan Aspergillus
conidia tarafindan olusturulmaktadir (Anassie 1992). 200’e yakin Apergillus tiiri
bulunmasina karsin bunlardan sadece bazilarn hastalik olusturma yetenegine sahiptir.
Hastaliklardan en fazla izole edilen tiir A. fumigatus’tur (Rinaldi 1983). Etkenin viicuda
giris yolu genellikle solunum yolu ile olur. 2-3 u biyiikliigiinde olan A. fumigatus
konidialar1 alveoler araliktan kolayca gecebilirler. Bu sebepten dolayr infeksiyonlarin
biiyiik boliimiinden A. fumigatus izole edildigi diisiiniilmektedir (Kwon-Chung ve Bennett
1992). Predispoze hastalarda etken kolayca lokalize olabilmekte, hematojen yolla
organlara yerlesmekte, morbidite ve mortalitesi yiiksek seyretmektedir (Cohen 1990).
Erken antimantar terapi uygulanmasi, hastaligin prognozunun iyi olmasi agisindan

onemlidir (Burch ve ark 1987). Fakat erken teshis hastalik acisindan zor olmaktadir.

Bronsioalveoler sivi ve balgam gibi Orneklerin kiiltiir ve sitolojik muayenesi
gecmiste bazi calismalarda uygulanmistir. Nalesnik ve ark. (1980) tek bir adet balgam
kiiltiiriniin  pozitif olmasimin malign olarak degerlendirilmesi gerektigini belirtmistir.
Bronsioalveoler s1vi 6rneklerinin sitolojik muayenesinin, kiiltiir muayenesinden daha fazla
giivenilir sonu¢ verdigi bildirilmistir (Levy ve ark., 1992). Ayrica akut 16kemi bulunan
hastalarda bronsioalveoler s1vi muayenesinin de P. Carini indentifikasyonunda daha kesin
sonu¢ verdigi saptanmistir (Saito ve ark 1988). Solunum yolunda bulunan
mikroorgnizmalarm biiyiik cogunlugu sitoloji ve kiiltiir yontemleri sonucunda aspergillozis
negatif olarak saptanmistir. Kritik hastalarda acgik cerrahi yontem kontraendike olmasina

ragmen sitoloji ve kiiltiir ydntemleri altin standart olarak kabul edilmistir.



Reddy ve arkadaslari (1993), bronkoalveolaer sivi Ornegi toplanmasindaki
kontaminasyondan etkilenilmemesi i¢in idrardan alinan orneklerden Aspergillus fumigatus
identifikasyonu i¢in PCR metodu gelistirmislerdir. Kullanilan primerler igin
A. restrictus’un ribotoksinleri ve A. giganteus’un alfa sarkin proteini ile yiiksek homolog
yapiya sahip olan parsiyel protein sekanslar1 baz alinmistir. A. fumigatus ve A. restrictus
DNA’lar i¢in yapilan PCR amplifikasyonu limiti Southern analiz yontemi ile 0.6 pg olarak
belirlenmistir. Kemik iligi transplantasyonu yapilacak olan 13 adet hastadan alinan idrar
orneklerinden iki adet pozitif elde edilmis, fakat bu iki Ornekten sadece bir tanesinde

invaziv aspergillozis teshisi konulmustur.

Spreadbury ve arkadaslar1 (1993), klinik olarak aspergillozis teshisi konulmus ve
kiiltiir pozitif olan {i¢ hastada Aspergillus fumigatus tiriiniin rRNA kompleksinde bulunan
26 S intergenik araligin amplifikasyonu ile yapilan PCR testinde pozitif sonu¢ elde
etmislerdir. Fakat, havada solunum havasinda bulunan aspergilloz etkenlerinin inhalasyonu
s6z konusu oldugundan dolay1 respiratorik yoldan alinan 6rnekler ile etken identifikasyonu
tartismali hale gelmektedir. Pozitif PCR sonucunun degerlendirilmesi i¢in, kiiltiir sonucu
negatif ¢ikan immunsupresif hastalardan ve diger akciger hastaligr olan immunompetent
hastalardan PCR c¢alismasi yapilmig, immunsupresif 10 hastanin 2 adedinde ve
immunkompetent 7 hastanin 2 adedinde pozitif sonu¢ elde edilmistir. Bu sonuglarin,
Southern hibridizasyonun asir1 duyarli olmasina bagh oldugu diisiiniilmiis, fakat klinik
orneklerin kiiltiir sonuglar1 ve PCR sonuglarinin korelasyon agisindan benzer olmasi, PCR
yonteminin invaziv aspergillozis i¢in kullamlabilir oldugunu gostermistir. Bu bulgular,

daha sonra yapilan calismalar ile birlikte dogrulanmistir.

Tang ve arkadaslar1 (1993), A. fumigatus ve A. flavus tiirlerinin Alkalin proteaz
(Alp) genlerinin baz alindig1 primer ciftleri kullanarak aspergillozis teshisi konulmus 4
hastanin bronkoalveoler sivilarindan PCR yontemi ile etken identifikasyonu caligsmasi

yapmistir. Bu calisma sonucunda da 1 adet hastadan pozitif sonug elde etmistir.

Verweij ve arkadaslar1 (1994), diisiik infeksiyon riski tasiyan daha genis bir hasta
populasyonunda yaptig1 calismada aspergilloz kolonizasyonunu saptamistir. Notropenik
olmayan 70 adet hastadan alinan bronkoalveoler 6rneklerden 11 adet pozitif sonug elde

edilmistir. A. fumigatus, A. flavus, A. terreus, A. nidulans ve A. niger tiirlerinin 18S rRNA



genlerinden elde edilen primerler, diger firsatci patojenlerin de saptanabilmesi i¢in
kullanilmistir (Cohen 1990). Paecilomyces variotii, Penicillium marneffei ve Penicillium
chrysogenum ile yiiksek kros reaksiyonlar belirlenmis fakat bu kros reaksiyon Southern
hibridizasyon metodunda restriksiyon enzimi digesyonu ile Aspergillus tiirlerinden
ayrilmistir. Testin duyarliligi, rRNA’nin cDNA’ya amplifikasyondan sonra kopyalanmasi
ile 1 pg’den 10 fg’ye yiikselmis, buna ragmen ekstra basamakla daha fazla pozitif sonug
elde edilemeyecegi varsayilmistir. Aspergillozis infeksiyonu tasiyan 6 farenin 5 adedinden

pozitif PCR sonucu elde edilmistir.

Bretagne ve ark. tarafindan 1995 yilinda karsilastirmali PCR metodu gelistirilmis
ve bu metotta PCR inhibisyonuna ve negatif sonuclarin elde edilmesine yol agan internal
nedenlerin 6nlenmesine ¢alisilmistir. Aspergillus fumigatus spesifik primerlerin M13mp18
faj DNA’s1 ile birlestirilmesi ile daha kiiciik olan amplikonlar ayrilmis ve yanlis negatif
sonuclar bu sayede Onlenmistir. Basarili bir amplifikasyon sonunda da 135 bp fragment
segmentinde iiriin elde edilmistir. Daha onceki amplifikasyonlarda elde edilen iiriinlerin
kontaminasyonu sonucu ortaya cikacak olast yanlis porzitif sonuclar da dTTP yerine
dUTP’nin urasil-N-glikozilaz ile muamelesi sonucu Onlenmistir. Bu yer degistirme
metodu, yiiksek yanlis pozitif reaksiyon verebilecek Mycobacterium tuberculosis bulunan
7 hastada uygulanmistir (Vaneechouette ve Van Eldere 1997). Calismada 55
bronkoalveoler sivi 6rnegi test edilmis, 15 adet pozitif sonu¢ elde edilmistir. Fakat
arastiricilar, antimantar terapi alan ve klinik olarak aspergilloz teshisi konulan hastalardan
alian orneklerle elde edilen PCR pozitif sonuglarinin 6neminin olmadigin belirtmislerdir.
Ciinkii bu arastiricilara gore rutin teshis yontemleri yeterlidir ve yiiksek riskli hastalarda
yapilan PCR testlerinin tahmin edilebilir duyarliligi saptanamamistir. Verweij ise erken
teshis acisindan klinik belirti gdstermeyen hastalardan alinan 6rneklerden PCR metodu ile

identifikasyon yapilabilecegini 6nermistir (Verweij ve ark. 1996).

Yamakami ve arkadaglar1 (1996), deneysel olarak infekte edilen farelerden elde
edilmis olan serum Ornekleri ile 18S rRNA geninin baz alindig tiir spesifik nested PCR
metodunu uygulamistir. Southern DNA analizi ise testin duyarliligini artirmistir. Deneysel
infeksiyondan 4 giin sonra hayvanlardan alinan serum ornekleri PCR metodu ve Pastorex
Aspergillus lateks aglutiansyon testi ile muayene edilmis ve bu testler sonucu toplam sekiz

ornekten besi PCR pozitif ve sekiz ornekten {i¢ii aglutinasyon pozitif olarak belirlenmistir.



Fakat fareler uygun cerrahi yontemle intratrakeal olarak infekte edilmis ve bu deney
invaziv aspergilloz i¢in uygun olmamistir. Klinik hastalardan alinan 20 6rnegin 14 adedi
PCR porzitif, 12 adedi de aglutinasyon pozitif olarak belirlenmistir. Bu sonug¢lar umut
vericidir fakat alinan 6rnek miktarinin diisiik oldugu durumlarda gerekli diizenlemelerin

yapilmasi gerekmektedir.

Kanbe ve ark. (2002) candidalarda oldugu gibi DNA topoisomerase Il geni
sekanslarina dayali primerler kullanarak aspergilluslarin tiir diizeyinde identifikasyonlarini
gerceklestirmislerdir. Nested PCR metodu ile klinik materyalden kolay, hizli ve tiir

diizeyinde identifikasyonlar yapilmistir.

Arastirmamizda Aydin ili ve ¢evresinde bulunan sahipli kopeklerden toplanan 200
adet erigkin kopek kan 6rneginin 68 (% 34)’inde sistemik mantar infeksiyonu saptanmistir.
Bu 68 (% 34) pozitif ornegin 16 (% 23,5)’sindan Aspergillus fumigatus identifikasyonu

gergeklestirilmistir.

Kanbe ve arkadaslarinin daha 6nceki ¢alismalarinda (Kanbe ve ark. 2002a, Kanbe
ve ark. 2002b), Candida ve Aspergillus tiirlerinin identifikasyonu icin DNA topoizomeraz
IT genini hedefleyen PCR yapmislardir. Kanbe ve ark. (2003), yukaridaki arastirmalar baz
alarak tek primer seti ile Aspergillus fumigatus ve Candida’lan tiir diizeyinde identifiye
eden yeni bir nested PCR metodu gelistirmislerdir. Ayrica bu arastirmada, PsVI ile
amplifiye edilen DNA mikstiirlerinde nested PCR sonucunda birden fazla DNA fragmenti
elde ettiklerini bildirmektedirler. Bu gelistirilen metot ile nested PCR metodunun birinci
basamaginda CDF28 ve CDR148 ortak primerler kullanilmis ve islem sonucunda template
DNA’larin her birini ayr olarak amplifiye ettigi goriilmiistiir. Nested PCR metodunun
ikinci basmaginda kullanilan PsVI ile birinci basamak iiriinlerinden tiir spesifik DNA
fragmentlerinin elde edildigi gosterilmistir. Klinik Orneklerden elde edilen DNA
orneklerinin PsVI kullanilarak nested PCR ile amplifiye edildigi durumlarda birden fazla
DNA bantlar1 da elde edilebilmektedir. Kanbe ve ark.’nin bu sonuclarina gore; daha once
yapilmis (Kanbe ve ark. 2002a, Kanbe ve ark. 2002b) PCR tabanli tanilarda nemli mantar
tiirlerinin identifikasyonu i¢in dort set primerin kullanildig1, ancak bu arastirma sonucunda
(Kanbe ve ark. 2003) ise sadece tek bir primer seti ile nested PCR yapildig1 ve onemli

mantar tiirlerinin identifiye edildigi anlasilmaktadir.



Tez c¢alismasinda DNA topoisomerase II geni sekanslarina dayali primerler
kullanilmistir. 200 adet kdpek kanindan elde edilen genomic DNA ile yapilan Nested PCR

metodu ile % 34 oraninda sistemik mantar infeksiyonu tespit edilmistir.

Elde edilen % 34’liik pozitiflik oran1 kopeklerde sistemik mantar infeksiyonlarinin
yogun bir sekilde goriildiigiinii gostermektedir. Ulkemizde yapilan mantar infeksiyonu
arastirmalart (OR E ve ark. 1999, BAGCIGIL AF ve ark. 2005, TEL Y ve AKAN M 2008)
daha cok kutandz mikozislere yonelik olup, sistemik mantar infeksiyonlarina agisindan
yapilmis bir aragtirmaya tarafimizca rastlamilmamistir. Kopeklerde sistemik mantar
infeksiyonlari ile ilgili arastirma ve yayin sayisimin yok denecek kadar az olmas1 % 34’liik

pozitiflik oraninin 6nemini daha da arttirmaktadir.

Arastirmamizda 68 pozitif 6rnegin 40 (% 58.8)’1nda tek mantar infeksiyonu ve 28
(% 41.2)’inde ise miks mantar infeksiyonlar1 goriilmiistiir. 40 (% 58.8) pozitif 6rnegin, 16
(% 8)’s1 C. albicans, 12 (% 6)’si A. fumigatus, 4 (% 2)’u C. tropicalis II, 4 (% 2)’i
C. parapsilosis I, 4 (% 2)’i C. glabrata olarak identifiye edilmistir. 28 (% 41.2) miks
ornekte ise, 8 (% 28.57) C. albicans ve C. tropicalis 1I, 8 (% 28.57) C. albicans ve
C. parapsilosis I, 4 (% 14.28) C. parapsilosis I-Il ve C tropicalis II, 4 (% 14.28)
A. fumigatus ve C. parapsilosis Il ve 4 (% 14.28) C. glabrata ve C. parapsilosis 1

saptanmustir.

Elde edilen bu veriler 1s18inda, DNA topoisomerase Il geni sekanslarina dayali
primerler kullanilarak yapilan nested PCR metodu ile teshis edilen sistemik mantar
infeksiyonlarinin 6nemli bir yiizde oranina sahip oldugu goriilmektedir. Veteriner klinikte
ve sahada sistemik mantar infeksiyonlarinin tanisinin rutin tan1 metotlari ile yapilamadigi

diisiiniildiigiinde bu oran daha fazla 6nem arz etmektedir.

Tez calismast sonuglarina bakildiginda, Kanbe ve ark. (2003)’larinin kullandig
metodun kopeklerde sistemik mantar infeksiyonlarinin tanisinda kullanilmasinin yarar
saglayacagl sonucuna varilmistir. Bu tez arastirmasi ile Candida ve Aspergillus’larin tiir

diizeyinde kolay ve hizli tanis1 icin laboratuara ve klinik tanmiya yonelik yararli sonuglar



elde edilmistir. Veteriner alanda g6z ardi edilen mantar infeksiyonlari, DNA topoisomerase
IT geni kokenli nested PCR metodu ile kolay ve hizli bir bicimde tanimlanabilecektir. Bu
aragtirma, sistemik mantar infeksiyonlarinin tanisi agisindan iilkemizde Veteriner alanda

yapilan ilk molekiiler ¢alisma olmasindan dolay1 da 6nem arz etmektedir.



5. SONUC

Tez calismasinda, DNA topoisomerase I genine spesifik primerler ile Nested PCR
metodu kullanilmistir. Arastirmada, Aydin ili ve ¢evresinde bulunan sahipli kopeklerden
toplanan 200 adet eriskin kopek kan 6rneginin 68 (%34)’inde sistemik mantar infeksiyonu
saptanmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda, DNA Topoisomerase II geni kullanilarak
yapilan Nested PCR metodu ile 6nemli Candida ve Aspergillus tiirlerinin kolay ve hizlh

tanisinin yapilabilecegi ortaya ¢ikarilmistir.

Arastirmamizin % 34 oraninda sistemik mantar infeksiyonu yoniinden pozitiflik
gostermesi, Veteriner Hekimlik alaninda bu sistemik mantar infeksiyonlarinin géz ardi
edildigini ve kopeklerde fazla miktarda antibiyotik ve Kkortikosteroid kullanilmig

olabilecegini diisiindiirmekedir.

Sonug olarak bu tez ¢aligsmasi, iilkemizde sistemik mantar infeksiyonlarinin tanisi
acisindan Veteriner alanda yapilan ilk molekiiler ¢alismadir. Ulkemizde sistemik mantar
infeksiyonlari ile ilgili saglikli veriler elde edilebilmesi icin, calismalarin yayginlastirilmasi

ve devam ettirilmesi Onerilmektedir.



6. OZET

Sistemik mantar infeksiyonlar1 6zellikle veteriner alanda gbz ardi edilen ve yanlig
tedavi protokolleri ile kotii sonuclarin ortaya ¢iktig1 infeksiyonlardir. Candidiazis prensipte
oral mukoza ve deri gibi yilizeysel mukoz membranlar etkileyen oportunistik bir
infeksiyondur. Sistemik candidiazis genellikle immunsupresyon, zayif kondiisyon veya
iatrojenik (uzun siireli antibiyotik alimi) uygulamalarla ilgilidir. Aspergillus fumigatus da
alerjik bronkopulmoner aspergillozdan sistemik aspergilloza kadar genis bir spektrumda

infeksiyonlara sebep olan oportunistik bir patojendir.

Tez calismasinda DNA topoisomerase II geni sekanslarina dayali primerler
kullanilmigtir. Aydin ili ve c¢evresinden toplanan 200 adet kopek kanindan elde edilen
genomik DNA ile yapilan Nested PCR metodu ile % 34 oraninda sistemik mantar
infeksiyonu tespit edilmistir. Arastirmamizda 68 pozitif ornegin 40 (% 58.8)’inda tek
mantar infeksiyonu ve 28 (% 41.2)’inde ise miks mantar infeksiyonlar1 goriilmiistiir. 40 (%
58.8) pozitif 6rnegin, 16 (% 8)’s1 C. albicans, 12 (% 6)’si A. fumigatus, 4 (% 2)’i C.
tropicalis 11, 4 (% 2)’1 C. parapsilosis I, 4 (% 2)’tu C. glabrata olarak identifiye edilmistir.
28 (% 41.2) miks ornekte ise, 8 (% 28.57) C. albicans ve C. tropicalis II, 8 (% 28.57) C.
albicans ve C. parapsilosis I, 4 (% 14.28) C. parapsilosis I-1I ve C tropicalis II, 4 (%
14.28) A. fumigatus ve C. parapsilosis Il ve 4 (% 14.28) C. glabrata ve C. parapsilosis |

saptanmuigtir.

Arastirmamizin, kdpeklerde % 34 oraninda sistemik mantar infeksiyonu yoniinden
pozitiflik gostermesi, Veteriner Hekimlik alaninda bu sistemik mantar infeksiyonlarinin
g6z ard1 edildigini ortaya ¢ikarmaktadir. Ulkemizde sistemik mantar infeksiyonlar ile ilgili
saglikli veriler elde edilebilmesi icin, caligmalarin yayginlastirilmasi ve devam ettirilmesi

Onerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Candida sp., Aspergillus fumigatus, DNA Topoisomerase II Geni, Nested PCR



7. SUMMARY

Systemic fungal diseases are the infections caused by false treatment protocols and
generally are not taken into consideration especially in Veterinary field. Candidiasis is an
opportunistic infection affecting mucosal membranes such as oral mucosa and skin.
Systemic candidiasis is generally associated with immune deficiency, low condition or
iatrogenic applications such as long-term antibiotic consumption. Aspergillus fumigatus is
an opportunistic pathogen causing a wide infection spectrum from allergic

bronkopulmoner aspergillosis to systemic aspergillosis.

In this study, spesific primers for DNA topoisomerase Il gene sequences were used.
Fungal infection rate was found to be as 34% in genomic DNA’s obtained from 200 dog
blood samples by using Nested PCR. 68 samples were found to be positive and 40 of these
(58.8%) were caused by only one fungal agent, and 28 samples (41.2%) were called as
mixed fungal infection. The incidences of C. albicans, A. fumigatus C. tropicalis II,. C.
parapsilosis I, and C. glabrata were 16(8%), 12 (6%), 4 (2%),4 2%) and 4 2%),
respectively in 40 (58.8%) positive samples identified. 28 (41.2%) of positive mixed
samples were identified as C. albicans and C. tropicalis Il in 8 samples (28.57%), C.
albicans and C. parapsilosis I in 8 samples (28.57%), C. parapsilosis I-1I and C tropicalis
Il in 4 samples (14.28%), A. fumigatus and C. parapsilosis Il in 4 samples (14.28%), C.
glabrata and C. parapsilosis I in 4 samples (14.28%).

In conclusion, 34% positive systemic fungal infection rate in dogs observed in the
present study showed that the systemic fungal infections are not taken into considerations
in Veterinary medicine. Further studies are suggested in order to obtain and to maintain

extensive data for systemic fungal diseases in our country

Key Words: Candida sp., Aspergillus fumigatus, DNA Topoisomerase Il Gene, Nested PCR



8. KAYNAKLAR

Anaissie E (1992). Opportunistic mycoses in the immunocompromised host:
experience at a cancer centre and review. Clinical Infectious Diseases 14 (Suppl.1), S43—
S53.

Arda M, Minbay A, Leloglu N, Aydin N, Kahraman M, Akay 0, Ilgaz A, izgiir
M, Diker KS (1997). Ozel Mikrobiyoloji Sistemik Mikozisler ‘“Kandidiazis,
Aspergillozis”, Medisan Yayin Serisi No:26, 4. Baski 324-327, 332-336.

. Arda M (2000). Teml Mikrobiyoloji, Mantarlarin Genel Karakterleri (GENEL
MIKOLOII) Medisan Yayin Serisi, 2. Baski.

Arda M (2006). Temel Mikrobiyoloji, Mantarlarin Genel Karakterleri (GENEL
MIKOLOJI) Medisan Yayin Serisi No:46, 3. Baski; 315-369.

Arnheim N and Erlich H (1992). Polymerase chain reaction strategy. Annual
Review of Biochemistry 61, 131-156.

Bagcigil AF, ikiz S, (")zgiir NY, Or E, Ilgaz A (2005). Klinik Olarak Mantar
Stipheli Kopek ve Kedilerde Mikolojik Caligsmalar. 4. ULUSAL MANTAR
HASTALIKLARI VE KLINiK MIKROBIYOLOJI KONGRESI 3-6 Mayis KONYA.
Tiirk Mikrobiyoloji Cemiyeti Yayini No.49.

Barnes AJ, Oppenheim BA, Chang J, Mongenstern GR, Scarffe JH (1999).
Early investigation and initiation of therapy for invazive pulmonary aspergillosis in
leukaemic and bone marrow transplant patients. Mycoses; 5-6: 403-408.

Baydar S (1990). Tohumsuz Bitkilerin Sistematigi. Karadeniz Teknik Universitesi
Fatih Egitim Fakiiltesi. Yayin No:151, Fakiilte yayin No:46, Ikinci Baski. Trabzon.

Beck JJ, Ligon JM (1995). Polymerase chain reaction assays for the detection of
Stagonospora nodorum and Septoria tritici in wheat. Phytopathology 85, 319-324.

Bennett JW (1987). Mycotoxins, mycotoxicoses, mycotoxycology and
Mycopathologia. Mycopathologia ; 100: 3-5.



Berger JM, Gamblin SJ, Harrison SC, Wang JC (1996). Structure and
mechanism of DNA topoisomerase II. Nature 379, 225-232.

Bevan IS, Rapley R, Walker MR (1992). Sequencing of PCR-amplified DNA.
PCR Methods and Applications 1, 222-228.

Bretagne S, Costa J-M, Marmorat-Khuong A, Poron F, Cordonnier C, Vivaud
M, Fleury-Feith J (1995). Detection of Aspergillus species DNA in bronchoalveolar
lavage samples by competitive PCR. Journal of Clinical Microbiology 33, 1164—1168.

Buchheidt D., Baust C., Skladny H., Ritter J., Suedhoff T., Baldus M., Seifarth
W., Leib-Moesch C., Hehlmann R. (2001). Detection of Aspergillus species in blood and
bronchoalveolar lavage samples from immunocompromised patients by means of 2-step
polymerase chain reaction: clinical results. Clin. Infect. Dis.;33(4):428-35.

Buchman TG, Rossier M, Merz WG, Charache P (1990). Detection of surgical
pathogens by in vitro DNA amplification. Part 1. Rapid identification of Candida albicans
by in vitro amplification of a fungus-specific gene. Surgery 108, 338-347.

Burch PA, Karp JE, Merz WG, Kuhlman JE, Fishman EK (1987). Favourable
outcome of invasive aspergillosis in patients with acute leukaemia. Journal of Clinical
Oncology 5, 1985-1993.

Chen W (1992). Restriction fragment length polymorphisms in enzymatically
amplified ribosomal DNAs of three heterothallic Pythium species. Phytopathology 82,
1467-1472.

Cheng S., Chang S.-Y., Gravitt P. and Respess R. (1994). Long PCR. Nature
369, 684-685.

Chou Q, Russell M, Birch DE, Raymond J, Bloch W (1992). Prevention of pre-
PCR mis-priming and primer dimerization improves low-copy-number amplifications.
Nucleic Acids Research 20, 1717-1723.

Christensson B, Wiebe T, Pehrson C, Larsson L (1997). Diagnosis of invasive
candidiasis in neutropenic children with cancer by determination of D-arabinitol / L-
arabinitol ratios in urine, J. Clin. Microbiol.;35(3): 636-40.

Cohen J., (1990). Clinical manifestation and management of aspergillosis in the
compromised patient. In: Warnock, D.W. and Richardson M.D. (eds) Fungal Infection in
the Compromised Patient, 2nd edn. John Wiley & Sons, Chichester, pp. 117-152.



Costa CD, Vidaud D, Olivi M, Bart-Delabesse E, Vidaud M, Bretagne S
(2001). Development of two real-time quantitative TagMan PCR assays to detect
circulating Aspergillus fumigatus DNA in serum. Journal Microbiol. Methods.;44(3):263-
9.

Crampin AC, Matthews RC (1993). Application of the polymerase chain reaction
to the diagnosis of candidosis by amplification of an HSP90 gene fragment. Journal of
Medical Microbiology 39, 233-238.

Cross NCP (1995). Quantitative PCR techniques and applications. British Journal
of Haematology 89, 693-697.

De Barbeyrac B, Bebear C, Taylor-Robinson D (1996). PCR: preparation of
DNA from clinical specimens. Molecular and Diagnostic Procedures in Mycoplasmology
11, 61-64.

De Repentigny L, Kaufman L, Cole GT, Kruse D, Latge J-P, Matthews RC
(1994). Immunodiagnosis of invasive Mantar infections. Journal of Medical and
Veterinary Mycology, 32 (Suppl. 1), 239-252.

Denning DW (1998). Invazive aspergillosis. Clinical Infectious Diseases.; 26: 781-
805.

Deragon J-M, Sinnett D, Mitchell G, Potier M, Labuda D (1990). Use of g
irradiation to eliminate DNA contamination for PCR. Nucleic Acids Research 18, 6149.

Dieffenbach CW, Lowe TMJ, Dveksler GS (1993). General concepts for PCR
primer design. PCR Methods and Applications 3, S30-S37.

Di Bonito R, Elliott ML, Desjardin EA (1995) Detection of an arbuscular
mycorrhizal fungus in roots of different plant species with the PCR. Applied and
Environmental Microbiology 61, 2809-2810.

Don R.H., Cox P.T., Wainwright B.J., Baker K. and Mattick J.S. (1991).
‘Touchdown’ PCR to circumvent spurious priming during gene amplification. Nucleic
Acids Research 19, 4008.

Doss RP, Welty RE (1995) A polymerase chain reaction-based procedure for
detection of Acremonium coenophialum in tall fescue. Phytopathology 85, 913-917.

Dupont B (1990). Clinical manifestations and management of candidosis in the
compromised patient. In: Warnock, D.W. and Richardson M.D. (eds) Fungal Infection in
the Compromised Patient, 2nd edn. John Wiley & Sons, Chichester, pp. 55-84.



Edel V, Steinberg C, Avelange I, Laguerre G, Alabouvette C (1995).
Comparison of three molecular methods for the characterization of Fusarium oxysporum
strains. Phytopathology 85, 579-585.

Edel V, Steinberg C, Gautheron N, Alabouvette C (1997). Evaluation of
restriction analysis of polymerase chain reaction (PCR)-amplified ribosomal DNA for the
identification of Fusarium species. Mycological Research 101, 179-187.

Edel V., (1998). Polymerase Chain Reaction in Mycology: an Overview. © CAB
INTERNATIONAL . Applications of PCR in Mycology (eds P.D. Bridge, D.K. Arora,
C.A. Reddy and R.P. Elander).

Ener B (2006). Fungal Infeksiyonlarin Tam1 Ve Izlemindeki Yenilikler . ANKEM
Derg;20(Ek 2):28-32.

Ersek T, Schoelz JE, English JT (1994) PCR amplification of species-specific
DNA sequences can distinguish among Phytophthora species. Applied and Environmental
Microbiology 60, 2616-2621.

Fell JW (1995) rDNA targeted oligonucleotide primers for the identification of
pathogenic yeasts in a polymerase chain reaction. Journal of Industrial Microbiology 14,
475-477.

Fenn JP, Segal H, Barland B, Denton D, Whisenant J, Chun H, Christofferson
K, Hamilton L, Carroll K (1994). Comparison of the updated Vitek Yeast Biochemical
Card and API 20C yeast identification systems. Journal of Clinical Microbiology 32,
1184-1187.

Filichkin SA, Gelvin SB (1992). Effect of dimethyl sulfoxide concentration on
specificity of primer matching in PCR. BioTechniques 12, 828-830.

Fisher SG, Lerman LS (1983). DNA fragments differing by single base-pair
substitutions are separated in denaturing gradient gels: correspondence with melting
theory. Proceedings of the National Academy of Sciences USA 80, 1579-1583.

Fromtling RA, Rhodes JC, Dixon DM (2003). Taxonomy, classification, and
morphology of the fungi, “Murray PR, Baron EJ, Jorgensen JH, Pfaller M, Y olkenRH(eds):
“Manual of Clinical Microbiology, 8.baski” kitabinda s.1653-8, ASM Press, Washington.

Frutos R L, Fernandez-Espinar M T and Querol A (2004). Identification of
species of the genus Candida by analysis of the 5.8S rRNA gene and the two ribosomal
internal transcribed spacers. Antonie van Leeuwenhoek, 85: 175—185.

Fujita K, Silver J (1994). Single-strand conformational polymorphism. PCR
Methods and Applications 4, S137-S140.



Fujita S, Lasker BA, Lott TJ, Reiss E, Morrison CJ (1995). Microtitration plate
enzyme immunoassay to detect PCR-amplified DNA from Candida species in blood.
Journal of Clinical Microbiology 33, 962-967.

Goodwin PH, Hsiang T, Xue BG, Liu HW (1995) Differentiation of
Gaeumannomyces graminis from other turf-grass fungi by amplification with primers from
ribosomal internal transcribed spacers. Plant Pathology 44, 384-391.

Haynes KA, Westerneng TJ (1996). Rapid identification of Candida albicans,
Candida glabrata, Candida parapsilosis and Candida krusei by species-specific PCR of
large subunit ribosomal RNA. Journal of Medical Microbiology 44, 390-396.

Haynes KA, Westerneng TJ, Fell JW, Moens W (1995). Rapid detection and
identification of pathogenic fungi by PCR amplification of large subunit ribosomal RNA.
Journal of Medical and Veterinary Mycology 33, 319-325.

He Q, Marjam aki M, Soini H, Mertsola J, Viljanen MK (1994). Primers are
decisive for sensitivity of PCR. BioTechniques 17, 82—86.

Henrion B, Le Tacon F, Martin F (1992). Rapid identification of genetic

variation of ectomycorrhizal fungi by amplification of ribosomal RNA genes. New
Phytologist 122, 289-298.

Holmes AR, Cannon RD, Shepherd MG, Jenkinson HF (1994). Detection of
Candida albicans and other yeasts in blood by PCR. Journal of Clinical Microbiology 32,
228-231.

Hoog GS, Gene GJ, Figueras MJ (2000). Atlas of Clinical Fungi, 2. baski s.1-21,
Centraalbueraue voor Schimmelcultures, Utrecht.

Hopfer RL, Walden P, Setterquist S, Highsmith WE (1993). Detection and
differentiation of fungi in clinical specimens using PCR amplification and restriction
enzyme analysis. Journal of Medical and Veterinary Mycology 31, 65-75.

Holtke HJ, Ankenbauer W, Miihlegger K, Rein R, Sagner G, Seibl R, Walter
T (1995). The digoxigenin (Dig) system for non-radioactive labelling and detection of
nucleic acids — an overview. Cellular and Molecular Biology 41, 883-905.

Huang WM (1996). Bacterial diversity based on type II DNA topoisomerase
genes. Annu. Rev. Genet. 30, 79-107.

Inazuka M, Tahira T, Hayashi K (1996). One-tube post-PCR fluorescent
labelling of DNA fragments. Genome Research 6, 551-557.



Innis MA, Gelfand DH (1990). Optimization of PCR. In: Innis, M.A., Gelfand,
D.H., Sninsky, J.J. and White, T.J. (eds) PCR Protocols. A Guide to Methods and
Applications. Academic Press, San Diego, pp. 3—12.

Ishida R, Hamatake M, Wasserman RA, Nitiss JL, Wang JC, Andoh T (1995).
DNA topoisomerase II is the molecular target of bisdioxopiperidine derivatives ICRF-159
and ICRF-193 in Saccharomyces cerevisiae. Cancer Res. 55, 2299-2303.

Kainz P, Schmiedlechner A, Strack HB (1992). In vitro amplification of DNA
fragments > 10 kb. Analytical Biochemistry 202, 46-49.

Kan VL (1993). PCR for the diagnosis of candidaemia. Journal of Infectious
Diseases 168, 779-783.

Kanbe T, Arishima T, Horii T, Kikuchi A (2003). Improvements of PCR-Based
Identification Targeting the DNA Topoisomerase Il Gene to Determine Major Species of
the Opportunistic Fungi Candida and Aspergillus fumigatus. Microbiology Immunology,
47(9), 631-638.

Kanbe T, Horii T, Arishima T, Ozeki M, Kikuchi A (2002). PCR-based
identification of pathogenic Candida species using primer mixes specific to Candida DNA
topoisomerase II genes. Yeast 2002; 19: 973-989.

Kanbe T, Yamaki K, Kikuchi A (2002). Identification of the Pathogenic
Aspergillus Species by Nested PCR Using a Mixture of Specific Primers to DNA
Topoisomerase II Gene. Microbiology Immunology, 46(12), 841-848.

Kano R, Hattor1 Y, Okuzum K, Miyazaki Y, Yamauch1 R, Koie H, Watar1 T,
Hasegawa A (2002). Detection and Identification of the Candida species by 25S
Ribosomal DNA Analysis in the Urine of Candidal Cystitis. Journal of Veterinary
Medicine Science 64(2): 115.117.

Kantarcioglu AS ve Yiicel A (2003). Aspergillus species and invasive
aspergillosis: Mycology, pathogenesis, laboratory diagnosis, resistance of antifungal agents
and susceptibility tests. Cerrahpasa Journal of Medicine; 34 (3): 140-157.

Kato M, Ozeki M, Kikuchi A, Kanbe T (2001). Phylogenetic relationship and
mode of evolution of yeast DNA topoisomerase II gene in the pathogenic Candida species.
Gene 272: 275-281.

Keller BA, Patel S, Fisher LM (1997). Molecular cloning and expression of the
Candida albicans TOP2 gene allows study of fungal DNA topoisomerase II inhibitors in
yeast. Biochemistry Journal; 324, 329-339.



Khosravi A R, Mardjanmehr H, Shokri H, Naghshineh R, Rostamibashman
M, Naseri A (2009). Mycological and histopathological findings of experimental
disseminated candidiasis in dogs. Iranian Journal of Veterinary Research, Shiraz
University, Vol. 10, No. 3, Ser. No. 28.

Klassen GR, Balcerzak M, de Cock AWAM (1996) 5S ribosomal RNA gene
spacers as species-specific probes for eight species of Pythium. Phytopathology 86, 581—
587.

Kwon Chung KJ, Bennett JE (1992). Medical Mycology. Philadelphia; Lea and
Fabinger,.

Latgé JP (1999). Aspergillus fumigatus and aspergillosis. Clinical Microbiology
Rev.; 2: 310-350.

Lee SB, Taylor JW (1990). Isolation of DNA from fungal mycelia and single
spores. In: Innis M.A., Gelfand D.H., Sninsky J.J. and White T.J. (eds) PCR Protocols. A
Guide to Methods and Applications. Academic Press, San Diego, pp. 282-287.

Lee SB, Taylor JW (1992). Phylogeny of five fungus-like protoctistan
Phytophthora species, inferred from the internal transcribed spacers of ribosomal DNA.
Molecular Biology and Evolution 9, 636—653.

Lehman PF, Lin D, Lasker BA (1992). Genotypic identification and
characterization of species and strains within the genus Candida by using random
amplified polymorphic DNA. Journal of Clinical Microbiology 30, 3249-3254.

Levy H, Horak DA, Tegtmeier BR, Yokota SB, Forman SJ (1992). Value of
bronchoalveolar lavage and bronchial washing in the diagnosis of invasive pulmonary
aspergillosis. Respiratory Medicine 86, 243-248.

Li KN, Rouse DI, German TL (1994) PCR primers that allow intergeneric
differentiation of ascomycetes and their application to Verticillium spp. Applied and
Environmental Microbiology 60, 4324-4331.

Lobuglio KF, Pitt JI, Taylor JW (1993). Phylogenetic analysis of two ribosomal
DNA regions indicates multiple independent losses of a sexual Talaromyces state among
asexual Penicillium species in subgenus Biverticillium. Mycologia 85, 592—604.

Longo MC, Berninger MS, Hartley JL (1990). Use of uracil DNA glycosylase to
control carry-over contamination in polymerase chain reactions. Gene 93, 125-128.



Majer D, Mithen R, Lewis BG, Vos P, Oliver RP (1996). The use of AFLP PCR
in Mycology: an Overview 17 fingerprinting for the detection of genetic variation in fungi.
Mycological Research 100, 1107-1111.

Martin F, Vairelles D, Henrion B (1993). Automated ribosomal DNA
fingerprinting by capillary electrophoresis of PCR products. Analytical Biochemistry 213,
30-37.

McGinnis MR, Tilton CR (1994). General approaches to isolation and
identification of clinically significant fungi, “Howard BJ, Keiser JF, Weisfeld AS, Smith
TF,Tilton RC (eds): Clinical and PathogenicMicrobiology, 2.baski” kitabinda s.561-76,
Mosby Co., St Louis.

Merz WG, Roberts GD (2003). Algorithms for detection and identification of
fungi, “Murray PR, Baron EJ, Jorgensen JH, Pfaller M, Yolken RH (eds): “Manual of
Clinical Microbiology, 8.bask1” kitabinda s.1668-85, ASM Press, Washington.

Meunier F, Aoun M, Bitar N (1992). Candidaemia in immunocompromised
patients. Clinical Infectious Diseases 14 (Suppl. 1), S120-S125.

Mitchell TG, Sandin RL, Bowman BH, Meyer W, Merz WG (1994b).
Molecular mycology: DNA probes and applications of PCR technology. Journal of
Medical and Veterinary Mycology 32 (Suppl. 1), S351-S366.

Miyakawa Y, Mabuchi T, Kagaya K, Fukazawa Y (1992). Isolation and
characterisation of a species-specific DNA fragment for detection of Candida albicans by
PCR. Journal of Clinical Microbiology 30, 894-900.

Morace G, Sanguinetti M, Posteraro B, Lo Cascio G, Fadda G (1997).
Identification of various medically important Candida species in clinical specimens by
PCR and restriction enzyme analysis. Journal of Clinical Microbiology 35, 667-672.

Mori T, Matsumura M (1999). Clinical evaluation of diagnostic methods using
plasma and/or serum for three mycoses: aspergillosis, candidosis, and pneumocystosis,
Jpn. J. Med. Mycology.;40(4): 223-30.

Mueller UG, Lipari SE, Milgroom MG (1996). Amplified fragment length
polymorphism (AFLP) fingerprinting of symbiotic fungi cultured by the fungus-growing
ant Cyphomyrmex minutus. Molecular Ecology 5, 119-122.

Mullis KB, Faloona FA (1987). Specific synthesis of DNA in vitro via a
polymerase-catalyzed chain reaction. Methods in Enzymology 155, 335-350.



Mullis KB, Faloona FA, Scharf SJ, Saiki RK, Horn GT, Erlich HA (1986).
Specific enzymatic amplification of DNA in vitro: the polymerase chain reaction. Cold
Spring Harbor Symposia on Quantitative Biology 51, 263-273.

Nalesnik MA, Myerowitz RL, Jenkins, R, Lenley J, Herbert D (1980)
Significance of Aspergillus species isolated from respiratory secretions in diagnosis of
invasive pulmonary aspergillosis. Journal of Clinical Microbiology 11, 370-376.

Nicholson P, Rezanoor HN (1994). The use of random amplified polymorphic
DNA to identify pathotype and detect variation in Pseudocercosporella herpotrichoides.
Mycological Research 98, 13-21.

Niesters HG, Goessens WH, Meis JF, Quint WG (1993). Rapid, PCR-based
identification assays for Candida species. Journal of Clinical Microbiology 31, 904-910.

Obayashi T, Yoshida M, Mori T, Goto H,Yasuoka A, Iwasaki H, Teshima H,
Kohno S, Horiuchi A (1995). Plasma (1-3) beta-D-glucan measurement in diagnosis of
invasive deep mycosis and Mantar febrile episodes. Lancet;345(8941):17-20.

Or E, Kaymaz AA, Dodurka T, Ozgiir NY, Tan H (1999). Zoonotik Microsporum canis
Infeksiyonu Tr. J. of Veterinary and Animal Sicences 23 (1999) 293-296.

Orita M, Iwahana H, Kanazawa H, Hayashi K, Sekiya T (1989). Detection of
polymorphisms of human DNA by gel electrophoresis as single-strand conformation
polymorphisms. Proceedings of the National Academy of Sciences USA 86, 2766-2770.

Parry DW, Nicholson P (1996) Development of a PCR assay to detect Fusarium
poae in wheat. Plant Pathology 45, 383-391.

Perfect JR, Rude TH, Wong B, Flynn T, Chaturvedi V, Niehaus W (1996).
Identification of a Cryptococcus neoformans gene that directs expression of the cryptic
Saccharomyces cerevisiae mannitol dehidrogenase gene. J. Bacteriol.;178(17):5257-62.

Raeder U, Broda P (1985). Rapid preparation of DNA from filamentous fungi.
Letters in Applied Microbiology 1, 17-20.

Rao VB (1994). Direct sequencing of polymerase chain reaction-amplified DNA.
Analytical Biochemistry 216, 1-14.

Reddy LV, Kumar A, Kurup VP (1993). Specific amplification of Aspergillus
Sfumigatus DNA by PCR. Molecular and Cellular Probes 7, 121-126.

Richardson MD, Warnock DW (1993). Mantar Infection. Blackwell Scientific
Publications, Oxford.



Rinaldi MG (1983). Invasive aspergillosis. Reviews in Infectious Diseases 3,
1061-1077.

Rogers SO, Bendich AJ (1988). Extraction of DNA from plant tissues. Plant
Molecular Biology Manual A6, 1-10.

Rychlik W (1995). Priming efficiency in PCR. BioTechniques 18, 84-90.

Saiki RK, Gelfand DH, Stoffel S, Scharf SJ, Higuchi R, Horn GT, Mullis KB,
Erlich HA (1988). Primer-directed enzymatic amplification of DNA with a thermostable
DNA polymerase. Science 239, 487-491.

Saiki RK, Scharf S, Faloona F, Mullis KB, Horn GT, Erlich HA, Arnheim N
(1985). Enzymatic amplification of b-globin genomic sequences and restriction site
analysis for diagnosis of sickle cell anemia. Science; 230, 1350-1354.

Saito H, Anassie EJ, Morice RC, Dekmezian R, Bodey GP (1988).
Bronchoalveolar lavage in the diagnosis of pulmonary infiltrates in patients with acute
leukaemia. Chest 94, 745-749.

Salonen JH, Rimpilainen M, Lehtonen L, Lehtonen OP, Nikoskelainen J
(2001). Measurement of theD-arabinitol /L-arabinitol ratio in urine of neutropenic patients
treated empirically with amphotericin B, Eur. Journal of Clinical Microbiology Infect.
Dis.; 20(3):179-84.

Sandhu GS, Kline BC, Stockman L, Roberts GD (1995). Molecular probes for
diagnosis of Mantar infections. Journal of Clinical Microbiology 33, 2913-2919.

Schilling AG, Moller EM, Hartwig HG (1996) Polymerase chain reaction based
assays for species-specific detection of Fusarium culmorum, F. graminearum, and F.
avenaceum. Phytopathology 86, 515-522.

Sheffield VC, Cox DR, Lerman LS, Myers RM (1989). Attachment of a 40-
base-pair G+C-rich sequence (GC-clamp) to genomic DNA fragments by the polymerase
chain reaction results in improved detection of single-base changes. Proceedings of the
National Academy of Sciences USA 86, 232-236.

Sigmundsdottir G, Christensson B, Bjorklund LJ, Hakansson K, Pehrson C,
Larsson L (2000). Urine D-arabinitol / L-arabinitol ratio in diagnosis of invasive
candidiasis in newborn infants, J. Clin. Microbiol.;38 (8): 3039-42.

Spreadbury C, Holden D, Aufauvre-Brown A, Bainbridge B, Cohen J (1993).
Detection of Aspergillus fumigatus by polymerase chain reaction. Journal of Clinical
Microbiology 31, 615-621.



Sreenivasaprasad S, Mills PR, Meehan BM, Brown AE (1996a). Phylogeny and
systematics of 18 Colletotrichum species based on ribosomal DNA spacer sequences.
Genome 39, 499-512.

Sreenivasaprasad S, Sharada K, Brown AE, Mills PR (1996b). PCR-based
detection of Colletotrichum acutatum on strawberry. Plant Pathology 45, 650-655.

Steiner JJ, Poklemba CJ, Fjellstrom RG, Elliott LF (1995). A rapid one-tube
genomic DNA extraction process for PCR and RAPD analyses. Nucleic Acids Research
23, 2569-2570.

Sulahian A, Boutboul F, Ribaud P, Leblanc T, Lacroix T, Derouin F (2001).
Value of antigen detection using an enzyme immunoassay in the diagnosis and prediction
of invazive aspergillosis in two adult pediatric hematology units during a 4-year
prospective study. Cancer; 2: 311-318.

Tanaka KI, Miyazaki T, Maesaki S, Mitsutake K, Kakeya H, Yamamoto Y,
Yanagihara K, Hossain MA, Tashiro T, Kohno S (1996). Detection of Cryprococcus

neoformans gene in patients with pulmonary cryptococcosis. Journal of Clinical
Microbiology 34, 2826-2828.

Tang CM, Cohen J (1992). Diagnosing Mantar infections in immunocompromised
hosts. Journal of Clinical Pathology 45, 1-5.

Tang CM, Holden DW, Aufauvre-Brown A, Cohen J (1993). Detection of
Aspergillus species by PCR and its evaluation in BAL fluid. American Reviews in
Respiratory Diseases 148, 1313-1317.

Tel Y, Akan M (2008). Kedi ve kopeklerden dermatofitlerin izolasyonu. Ankara Univ Vet
Fak Derg, 55, 167-171.

Van Belkum A, Quint WGV, De Pauw BE, Melchers W]JG, Meis JF (1993).
Typing of Aspergillus species and Aspergillus fumigatus isolates by interrepeat polymerase
chain reaction. Journal of Clinical Microbiology 31, 2502-2505.

Van Deventer AJ, Goessens WH, van Belkum A, van Vliet HJ, van Etten EW,
Verbrugh HA (1995). Improved detection of Candida albicans by PCR in blood of
neutropenic mice with systemic candidiasis. Journal of Clinical Microbiology 33, 625—
628.

Vaneechoutte M, van Eldere J (1997). The possibilities and limitations of nucleic
acid amplification technology in diagnostic microbiology. Journal of Medical
Microbiology 46, 188—194.



Verschraegen CF, van Besien KW, Dignani C, Hester JP, Andersson BS,
Anaissie E (1997). Invazive Aspergillus sinusitis during bone marrow transplantation.
Scand. J. Infect. Dis.; 4: 436-438.

Verweij PE, Donnelly JP, de Pauw BE, Meis JF (1996) Prospects for the early
diagnosis of invasive aspergillosis in the immunocompromised patient. Reviews in Medical
Microbiology 7, 105-113.

Verweij PE, Meis JF, van den Hurk P, de Pauw BE, Hoogkamp-Korstanje JA
Melchers WJ (1994) Polymerase chain reaction as a diagnostic tool for invasive
aspergillosis: evaluation in bronchoalveolar lavage fluid from low risk patients.
Serodiagnosis and Immunotherapy in Infectious Disease 6, 203-208.

Walsh TJ, Merz WG, Lee JW, Schaufele R, Sein T, Whitcomb PO, Ruddel M,
Wingard J, Burns W, Switchhenco A, Goodman Ti, Pizzo PA (1995). Diagnosis and
therapeutic monitoring of invasive candidiasis by rapid enzymatic detection of D-
arabinitiol, Am. J. Med.;99(2):164-72.

Wang JC (1996). DNA topoisomerases. Annu. Rev. Biochem. 65, 635-692.

Watt PM, Hickson ID (1994). Structure and function of type II DNA
topoisomerases. Biochem. J. 303, 681-695.

White TJ, Bruns TD, Lee S, Taylor J (1990). Amplification and direct
sequencing of Mantar ribosomal RNA genes for phylogenetics. In: Innis, M.A., Gelfand,
D.M., Sninsky, J.J. and White, T.J. (eds) PCR Protocols: a Guide to Methods and
Applications. Academic Press, San Diego, pp. 315-322.

Wong B, Perfect JR, Beggs S, Wright KA (1990). Production of the hexitol D-
mannitol by Cryptococcus neoformans in vitro and in rabbits with experimental meningitis.
Infect. Immun.;58(6):1664-70.

Yamakami Y, Hashimoto A, Tokimatsu I, Nasu M (1996). PCR detection of
DNA specific for Aspergillus species in serum of patients with invasive aspergillosis.
Journal of Clinical Microbiology 34, 2464-2468.

Yiicel A, Kantarcioglu S (1999). Some important changes in taxonomy of
Candida albicans. Cerrahpasa J. Med.; 30 (3): 236-246.

Zhou J, Bruns MA, Tiedje JM (1996). DNA recovery from soils of diverse
composition. Applied and Environmental Microbiology 62, 316-322.



OZGECMIS

1981 yilinda Kuzey Kibris Tiirk Cumbhuriyeti’'nde dogdum. ilk, orta ve lise
egitimimi KKTC’de tamamladim. 1998 yilinda Gazi Magusa Tiirk Maarif Koleji’nden
mezun oldum. Ayni yil Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesini kazandim.
2003 yilinda Veteriner Fakiiltesi’nden mezun olduktan sonra Adnan Menderes Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji Ab. Dali’'nda Yiiksek Lisans egitimime ayn1 yil
icinde bagladim. 2005 yilinda Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Mikrobiyoloji Ab. Dali Yiiksek Lisans programimi tamamladim. 2005 yilmin giiz
yartyillinda Adnan Menderes Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji Ab.

Dal1 Doktora programina basladim. Yabanci dil olarak “Ingilizce” bilmekteyim.



TESEKKUR

Tez caligmalarim boyunca ilgi ve yardimlarimi gordiigiim danismanim Prof. Dr.
Osman KAYA’ya, 2003 yilindan bugiine kadarki akademik gelisimimde destegini
hissettigim Dog. Dr. Siikrii KIRKAN’a, Mikrobiyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyeleri
Yrd. Dog. Dr. Siiheyla TURKYILMAZ ve Yrd. Doc. Dr. Serap SAVASAN’a,
aragtirmamin bazi agsamalarinda desteklerini esirgemeyen ve laboratuvarlarinda ¢alismama
izin veren ADU Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Baskani Prof. Dr.
Neriman AYDIN’a, standart suslarin temininde yardimlarin1 esirgemeyen Yrd. Dog. Dr.
Berna Giiltekin’e, arastirmamin bazi basamaklarinda katkida bulunan Yrd. Dog. Dr. Mete
EYIGOR ve Yrd. Dog. Dr. Murat TELLI’ye, kanlarin toplanmasinda destek saglayan Uzm.
Vet. Hek. Hakan SARALI ve Vet. Hek. Armagan KIRDECI ye, laboratuar calismalar1 ve
tez yazim asamasinda hep yanimda olan mesai arkadasim Aras. Gor. Ugur PARIN’a, bilgi
ve gorgiisityle sahsima desteklerini esirgemeyen degerli arkadasim Yrd. Do¢. Dr. Hakki
Biilent BECERIKLISOY’a, Kod DASH’in Japonya’dan Ulkemize getirilmesini saglayan
NOVAGEN Hayvan Saghg fla¢c San. ve Tic. Ltd. Sti "ne ve Veteriner Hekim Selcuk
TURKER e sonsuz tesekiir ederim.

Ayrica doktora tezi ¢aligmalarimda destek veren ve sonsuz ozverisi ile kahrimi

ceken sevgili esim Sahika TEKBIYIK’a, ve tiim aileme de tesekkiirlerimi iletirim.



