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OZET

Candida albicans, 6zellikle bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda olmak lzere yiiksek mortalite ile
seyreden ciddi enfeksiyonlara yol agmaktadir. Bu calismanin amaci; C.albicans izolatlarinin genotiplendi-
rilmesinde RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) yonteminin etkinliginin degerlendirilmesi ve
kullanilan farkli primerlerin ayinm giiclinin karsilastinlmasidir. Calismamizda, Haziran 1999-Nisan 2003
tarihleri arasinda yatarak tedavi géren hematolojik maligniteli 65 ¢cocuk hastanin bogaz, balgam, kan,
diski, idrar, vajen ve yara kiiltirlerinden enfeksiyon etkeni olarak izole edilen 109 C.albicans susu, 10 fark-
Il primer (OPE-03, OPE-04, OPE-12, OPE-18, OPE-19, OPE-20, OPF-10, OPF-12, P1 ve P2) kullanilarak
RAPD yontemi ile incelenmistir. Her primer ile elde edilen bant paternleri degerlendirilerek suslar grup-
landirilmis ve ayirm glicli hesaplanmistir. Yontemin tekrarlanabilirligi, rastgele secilen 20 susun ayni ve
farkl PCR cihazlarinda ayni PCR sartlarinda calisiimasi ile degerlendirilmistir. C.albicans izolatlari, kullani-
lan primere bagl olmak {izere, 1-16 arasinda bant olusturmus, 41-80 arasinda genotipe ayriimistir. RAPD
yonteminin ayirm gict, her bir primer icin -glivenilir deger olarak kabul edilen- > 0.90 (0.90-0.99 ara-
sinda) olarak bulunmustur. Ancak, bir primer ile calisildiginda ayni grupta yer alan suslarin bir baska pri-
mer ile farkh gruplara dagilabildigi gozlenmistir. Yontemin tekrarlanabilirligi zayif, 6zellikle cok sayida
bant olusturan izolatlarda, bant paternlerinin karsilastirilmasinin zor oldugu saptanmistir. RAPD yontemi
ile genotiplendirmede giivenilir sonuglar elde etmek icin birden fazla primer kullanilmasi ve bunlarin kar-
silastirmall analizlerinin yapilmasi uygundur. Yontem, az sayida izolatin degerlendirildigi kiiclk salginlari
arastirmada uygun olmakla birlikte, yontemin tekrarlanabilirliginin zayif ve cok sayida bant olusturan izo-
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latlarin degerlendirilmesinin zor olusu nedeniyle, uzun bir zaman dilimine yayilmis ¢cok sayida izolatin de-
gerlendirmesinde zahmetli ve guvenilirliginin distik oldugu kanisina varilmistir.

Anahtar sozciikler: Candida albicans, genotiplendirme, RAPD, ayirim gdici.

ABSTRACT

Candida albicans causes severe infections with high mortality rates especially in immunocompromised
patients. The aim of this study was to evaluate the efficiency of randomly amplified polymorphic DNA
(RAPD) method and compare the discriminatory powers (DP) of different primers used for genotyping
Candida albicans isolates. A total of 109 C.albicans strains recovered from throat, sputum, blood, feces,
urine, vagina and wound cultures of 65 hospitalized paediatric patients with haematologic malignancy
were evaluated by RAPD method using 10 different primers (OPE-03, OPE-04, OPE-12, OPE-18, OPE-19,
OPE-20, OPF-10, OPF-12, P1 and P2) between June 1999-April 2003. Strains were separated into groups
by analyzing band patterns derived from each primer and the DP was calculated. Reproducibility of the
method was determined by evaluating randomly chosen 20 isolates with the same and different PCR de-
vices under the same PCR conditions. C.albicans isolates generated 1-16 bands and were grouped in 41-
80 genotypes depending on the primers used. DP of the RAPD method was calculated as > 0.90 for each
primer (range between 0.90-0.99), which were accepted as reliable values. However, the strains clustered
in the same group when studied with a primer could be dispersed into different groups by another pri-
mer. The reproducibility of the method was poor and the comparison of band patterns was difficult es-
pecially in isolates which generated many bands. In conclusion, for obtaining reliable results by RAPD met-
hod, using more than one primer and comparative analysis of these primers are appropriate. RAPD is an
adequate method for studying small outbreaks in which a few number of isolates are evaluated, but it is
laborious and unreliable for many number of isolates recovered in a long time period because of its poor
reproducibility and difficulties in evaluating the strains generating many bands.

Key words: Candida albicans, genotyping, RAPD, discriminatory power.

GIRis

Candida turleri hastane enfeksiyonlarinin 6nemli etkenlerinden biridir. Saghkli birey-
lerde flora elemani olarak bulunmasina ragmen, bagisiklk sistemi baskilanmis kisilerde
firsatc1 patojen olarak ciddi enfeksiyonlara neden olmaktadir'2. Son 15 yilda cerrahi yo-
gun bakim Unitelerinde yatanlarda, kanser hastalarinda ve notropenik kisilerde kandide-
mi sikliginda ciddi artis goralmustir. Candida turleri, dolasim sistemi enfeksiyonlarinin
%8-15'inden sorumludur ve %38 oraninda mortalite ile seyretmektedir. Candida cinsi

icerisinde Candida albicans, insanlardan izole edilen mantarlar arasinda en sik gorileni-
dir>>.

C.albicans izolatlarinin genotiplendirmesi; enfeksiyon salginlarini belirlemek, capraz
gecisi saptamak, enfeksiyon kaynagini tespit etmek, eger varsa kismi virlilan suglari tes-
pit etmek veya direncli suslarin ortaya ¢ikisini saptamak gibi epidemiyolojik degerlendir-
meler agisindan énemlidir. Genotiplendirmenin bir diger genis kullanim alani da C.albi-
cans popiilasyon genetiginin caligiimasidir®.

Bu calismanin amaci, ayni klinikte yatarak tedavi goren hematolojik maligniteli cocuk
hastalardan enfeksiyon etkeni olarak izole edilen C.albicans suglarinin 10 ayri primer kul-
lanilarak “Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD)” yontemi ile genotiplendirile-
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rek farkli primerlerin ayinm giiciiniin karsilastiriimasi ve yontemin C.albicans genotiplen-
dirmesindeki kullanilabilirliginin degerlendirilmesidir.

GEREC ve YONTEM
C.albicans izolatlan

istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Bizim Lésemili Cocuklar Vakfi Hastanesinde Haziran
1999-Nisan 2003 tarihleri arasinda yatarak tedavi goéren hematolojik maligniteli 63 ¢ocuk
hastanin bogaz, balgam, kan, diski, idrar, vajen ve yara kiilturlerinden enfeksiyon etkeni
olarak izole edilen 109 C.albicans susu calismaya alindi. Ayni hastadan, ayni yatista, ayni
enfeksiyon alanindan izole edilen sadece bir sus degerlendirildi.

DNA Ekstraksiyonu

Sabouraud dekstroz agar (SDA)'da Uretilen C.albicans suslarindan DNA ekstraksiyonu
Kayser ve arkadaslarinin’ kullandigi yéntemde bazi degisiklikler yapilarak gerceklestiril-
di. Bu amacla, cam boncuklarla hiicre duvarlarinin parcalanmasini takiben klasik fenol-
kloroform ekstraksiyonu ve alkol ile presipitasyona dayanan yontem kullanildi. Kisaca,
SDA (zerinden alinan koloniler 2 kere 0.5 ml steril distile su icerisinde yikandi ve santri-
fuj sonrasinda elde edilen ¢okeltiye 200 pl erime tamponu [10 mM Tris-HCI (pH= 8),
TmM EDTA, 100 mM NacCl, %2 (wt/vol) Triton X-100, %1 SDS (wt/vol)] eklenerek
95°C’de 5 dakika bekletildi. Uzerine 200 pl fenol-kloroform-izoamil alkol (25:24:1) ve
300 mg 0.5 mm capli cam boncuk (Sigma, Almanya) eklenen 6rnekler, 5 dakika maksi-
mum hizda karistirildi ve hemen ardindan {izerine 200 pl TE tamponu [10 mM Tris-HCI
(pH= 8) ve 1T mM disodyum EDTA] eklenerek 10 dakika 15.000 rpm’de, +4°C’de santri-
fiij edildi. Ustteki faz ayrilarak 1:1 oraninda kloroform eklendi. Vorteks ile karistirma ve
santrifiij islemleri tekrarlandi. Ustteki faz alinarak bu hacmin 2 kati kadar soguk etanol
eklendi ve nukleik asitler coktirildi. %70’lik soguk etanol ile yikandiktan sonra santrifdij
edilen 6rneklerin tizerinde kalan stipernatan uzaklastirildi. Elde edilen ¢okeltinin izerine
1 pg RNaz iceren 100 pl TE tamponu eklenerek tekrar suspanse edildi ve 37°C’de 30
dakika inklbe edildi. inkiibasyonu takiben tekrar 200 ul soguk etanol eklenerek DNA
presipitasyonu saglandi ve %70 alkol ile yilkama islemleri tekrarlandi. Cokelti tamamen
kurutulduktan sonra elde edilen DNA, 100 pl steril distile su icerisinde ¢ozduruldi ve
icerdigi DNA miktar spektrofotometrik (Hitachi, Japonya) olarak ol¢iildii. DNA 6rnekle-
ri calisiincaya kadar -20°C’de saklandi.

RAPD Analizi

RAPD analizinde 10 ayri primer (OPE-03, OPE-04, OPE-12, OPE-18, OPE-19, OPE-20,
OPF-10, OPF-12, P1 ve P2) kullanildi. Ik 8 primer Pujol ve arkadaslari'® tarafindan C.al-
bicans suslarinda kullanimi uygun bulunan primerler olup, son ikisi (P1 ve P2) tarafimiz-
dan belirlenen dizilerdi. Kullanilan primer dizileri ve PCR donguleri Tablo I'de gosterildi.
PCR karigimi, 25 pl toplam hacim icerisinde 1 ng DNA, uygun tampon icerisinde 1 U Taq
DNA polimeraz (Sigma, Almanya), 200 uM dNTP (Fermentas, Lithuania), 0.2 uM primer
ve 1.5 mM MgCl, icerecek sekilde, pipetlemeden kaynaklanabilecek hatalar 6nlemek
amaciyla her bir primer icin bir seferde hazirlandi. Tim 6rnekler termal doéngi cihazin-
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Tablo 1. Kullanilan Primer Dizileri ve PCR Kogsullari

Primer adi Dizi PCR kosullari Kaynak
OPE-03 CCAGATGCAC 94°C’de 5 dakika ilk denattirasyonu 19
OPE-04 GTGACATGCC takiben 40 dongii olacak sekilde;

OPE-12 TTATCGCCCC 94°C’de 1 dakika denattrasyon,

OPE-18 GGACTGCAGA 36°C’de 1 dakika yapisma ve 73°C’de

OPE-19 ACGGCGTATG 1 dakika uzama uygulanmis, son déngtiye

OPE-20 AACGGTGACC 72°C'de 5 dakika son uzama eklendi.

OPF-10 GGAAGCTTGG

OPF-12 ACGGTACCAG

P1 GGGTACCGCC 94°C’de 5 dakika ilk denattirasyonu Bu calisma
P2 GTTGCGATCC takiben 40 dongui olacak sekilde;

94°C’de 1 dakika denatirasyon,
42°C'de 1 dakika yapisma ve 73°C’de

1 dakika uzama uygulandi, son déngiiye
72°C’de 5 dakika son uzama eklendi.

da (Primus, Hoffmann-La Roche Ltd., Almanya) tabloda belirtilen sartlarda calisildi. Yon-
temin tekrarlanabilirliginin degerlendirilmesi icin rastgele secilen 20 sus, ayni PCR ciha-
zinda farkli zamanda ve farkli PCR cihazinda (Techne, Barloworld Scientific Ltd., ingilte-
re) es zamanl olarak, PCR karisimlari ayni sekilde hazirlanarak caligildi. Amplifikasyon
drdnlerinden 10 pl alinarak %3 agaroz jelde 100 V’'da 6 saat ylritiildi ve agaroz jeller
etidyum bromir ile boyandiktan sonra UV transiliminator ile gorintilendi. Her 6rnek
icin elde edilen koyu boyanan bant profilleri gorsel olarak degerlendirildi ve gruplar be-
lirlendi.

Ayirim Giiciiniin Hesaplanmasi

Her bir primerin ayirm gilici asagida verilen formil kullanilarak hesaplandi. Ayirnm
glicti = 0.90 bulunan yontemler, 6rnek karsilastirmasinda gtivenle kullanilabilir (genotip-

lendirme icin uygun) olarak kabul edildi®1°.
L R TOR)
DP=1- —— ¥ % -
N (N-1) =1

DP: Ayirim giici, s: Elde edilen profil (tip) sayisi, xj: j. tipe diisen 6rnek sayisi, N: Popiilasyon biyuklugu.

BULGULAR

Calismamizda 109 C.albicans DNA 6rnegi, 10 primer ile ayri ayri ¢alisilmis ve her bir
primer ile farkli sayr ve yogunlukta bant profili ve farkli sayida grup elde edilmistir (Re-
sim 1). Her bir primer ile elde edilen bant ve grup sayilari ile her RAPD yontemi icin he-
saplanan ayirim gticleri Tablo II’de verilmistir. Kullanilan tim primerlerin ayirim giiciiniin
(= 0.90) epidemiyolojik calismalarda kullanmak icin yeterli oldugu gorilmustur.
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Resim 1. Farkli C.albicans izolatlarinin P2, OPE-20 ve OPF-10 primerleri kullanilarak elde edilen RAPD érnekleri.

Tablo Il. Farkli Primerlerle Elde Edilen Bant ve Grup Sayilari ve Ayinm Giigleri
Bir gruba  Bir gruba
Bant En az En ¢ok diisen diisen
olusturmayan bant bant Elde edilen en az en cok

ornek sayisl sayisl grup ornek ornek Ayirim
Primer sayisi (ornek) (o6rnek) sayisi sayisi sayisi glicii
OPE-03 11 1(8) 10 (1) 80 1 5 0.99
OPE-04 21 1(17) 15 (1) 66 1 15 0.94
OPE-12 20 1(8) 7 (6) 52 1 23 0.91
OPE-18 19 1(16) 10 (1) 63 1 8 0.96
OPE-19 15 105 11 (1) 67 1 15 0.95
OPE-20 10 1) 11 (1) 76 1 8 0.98
OPF-10 9 1(5) 9 (1) 41 1 23 0.90
OPF-12 12 1(5) 12 (1) 65 1 15 0.96
P1 2 1) 11 (1) 52 1 29 0.92
P2 17 1(23) 16 (1) 52 1 17 0.94

RAPD analizlerinin tekrarlanabilirliginin, calisma kosullarindaki Mg** konsantrasyonu,
primer miktari, PCR kosullari gibi cok kiictik degisikliklerden bile etkilenebildigi bilinmek-
tedir'". Tekrarlanabilirlik degerlendirildiginde, ayni cihazda farkli zamanlarda yapilan ca-
lismalar arasinda koyu boyanan bant paternlerinde fark gézlenmezken; 6zellikle zayif bo-
yanan bantlarda degisiklikler (mevcut bir bandin silinmesi veya yeni bir zayif bant orta-
ya cikmasi gibi) saptanmistir. Ayni sekilde hazirlanan PCR karisimi, ayni anda farkli cihaz-
larda calisildiginda ise hem zayif hem de koyu boyanan bant paternlerinde ciddi farkli-
liklar ortaya ¢ikmustir (Resim 2).

Ayni hastadan farkli anatomik lokalizasyonlardan veya farkli yatista ayni lokalizasyon-
dan izole edilen C.albicans suslar karsilastinldiginda, bir primer ile ayni grupta toplanan
bazi suslarin, bir digeri ile farkli gruplara ayrilabilecegi gortlmustir (Tablo IlI).
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M1 2 3 45 6 7 8 91011121314151617 12 3 M45 6 K 7891011 121314151617

Resim 2. Ayni primer (OPE-04) ile farkli PCR cihazlarinda (a: Techne, b: Primus) ¢calisilan 17 C.albicans susunun
(stitunlarin tizerinde verilen ayni numaralar ayni érnekleri géstermektedir) olusturdugu bant paternleri.

TARTISMA

Enfeksiyon etkeni olarak izole edilen C.albicans suglarinin tiplendirilmesi, 6zellikle epi-
demiyolojik acidan énem tasimaktadir'>'3, Mantarlarin tiplendirilmesi; biyotiplendirme
(fenotipik ozelliklere dayanan tiplendirme) ve genotiplendirme (genetik 6zelliklere daya-
nan tiplendirme) olmak Uzere iki sekilde yapilmaktadir. Uzun yillar boyunca, biyotiplen-
dirme yontemlerinin, DNA diizeyindeki farkliliklari ve benzerlikleri 6lcmeden suslar ara-
sindaki farklihg ortaya koyabildigi goriisti hakim olmustur''. Ancak C.albicans'in fenoti-
pik 6zelliklerinde spontan degisikliklerin goriilmesi, tim genotipik degisikliklerin fenoti-
pe yansimamasi ve fenotipik mikroevrimin genotipik mikroevrime gére yavas olmasi bi-
yotiplendirme yontemlerinin glvenilirligini golgelemistir. Ayrica, suslarin Gretildigi or-
tam ve kiltirin degerlendirme zamanindaki minor degisiklikler ile laboratuvarlar arasin-
daki uygulama farkliliklarina bagh olarak fenotipik 6zelliklerin degismesi ve biyotiplendir-
me caligmalarinin zaman alici olmasi, bu yéntemlerin etkinlik, gtvenilirlik ve tekrarlana-
bilirligini azaltmaktadir. Genotiplendirme yontemleri, bu kriterler agcisindan 6nemli avan-
tajlar saglamis ve giinimiizde mantar tiplendirmesinde biyotiplendirme yontemlerinin
yerini almistir' 21415,

Enfeksiydz mantarlarin genotiplendirmesinde kullanilan yontemler arasinda; SB (So-
uthern blot) hibridizasyon, bDNA (branched DNA), HC (hybrid capture) sistemi, SSCP
(single strand conformational polymorphism), elektroforetik karyotipleme, MLEE (multi-
locus enzyme electrophoresis), TMA (transcription mediated amplification), LCR (ligase
chain reaction), PFGE (pulsed field gel electrophoresis), SDA (strain displacement analy-
sis), polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) temeline dayali yontemler [RFLP (restriction frag-
ment length polymorphism), REA (restriction endonuclease analysis), AP-PCR (arbitrarily
primed PCR), RAPD (randomly amplified polymorphic DNA), mikrosatellit analizi, RT (re-
al-time)-PCR vb.] ve genom dizi analizi yer almaktadir'?'6-'°. PCR temeline dayali yon-

650 MiKROBIYOLOJi BULTENI



Saran B, Karahan ZC, Agirbasl H, Tekeli A, Aksoy AM.

Tablo Ill. Ayni Hastaya Ait [zolatlarin Farkli Primerlerle Gruplandiriimast

Hasta Ornek  Aynisonug Hasta  Ornek Ayni sonug
no no veren primer no no veren primer
64 OPE-03 (64=65)
65 OPE-12 (64=65=68)
66 OPE-19 (64=65)
1 3 YOK 12 67 OPF-10 (64=65=66=67=68=69)
4 68 P1 (64=65) (67=69)
69
5
6 OPE-12 (5=6=8) 72
2 7 OPF-10 (6=7) 13 73 YOK
8
3 11 YOK 14 74 YOK
12 75
16 77 OPE-03 (79=81)
17 OPF-10 (16=19) 78 OPE-04 (78=79=80: bant @)
4 18 P1 (16=17=18=19) 15 79 OPE-12 (79=80)
19 80 OPE-19 (78=79=81=82)
81 OPF-10 (79=81=82)
82 P1 (79=80=81=82)
P2 (78=79-80-81=82)
OPE-03
23 OPF-10 83
5 OPE-19 16 84 OPE-18 (83=85: bant @)
24 P1 85

OPE-03 (27=28: bant 9)
OPE-04 (27=28: bant @)

27 OPE-19 (28=29) 86
6 28 OPF-10 (27=28) 17 87 P2
29 OPF-12 (27=28)
P1 (27=28)
34
7 35 OPE-12 (35=36: bant @) 18 94
36 OPE-18 (35=36: bant @) 95 OPF-10
OPE-12 (bant @)
OPE-19 (bant @) 99
8 38 OPE-20 (bant @) 19 100 OPE-04
39 OPF-12 (bant @)
P2
43 101 OPE-04 (101=103=104: bant &)
9 44 OPE-12 (bant @) 20 102 OPF-10 (101=102, 103=104)
45 103 OPF-12 (101=103)
104 P2 (101=103)
53
10 54 OPF-10 (54=55) 21 109 OPF-10
55 OPF-12 (53=54) 110
OPE-03 (60=61=62=63)
60 OPE-12 (62=63) 111
61 OPE-18 (61=63: bant @) 22 112 OPE-20
11 62 OPE-19 (60=61=62=63)
63 OPF-10 (60=61=62=63)
OPF-12 (62=63) 23 116 YOK
P1 (61=62=63) 117
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temler arasinda en poptiler olani RAPD’dir. RAPD, yaklasik 10 bazlik rastgele dizilmis pri-
merler kullanilarak yapilan PCR amplifikasyonu sonucunda olusan degisik buytikliklerde-
ki Griinlerin elektroforez uygulanarak agaroz jelde ayimina dayanan bir yéntemdir'"12,
RAPD analizleri, goreceli olarak kolay ve hizlidir ve daha az teknik donanim gerektirir. Ya-
pilan calismalarda, C.albicans izolatlari icin RAPD’nin ayinm gticti, REA, MLEE ve tekrar-
layan dizilere yonelik problarin kullanildigi yontemlerle benzer; PFGE’den ise yiiksek bu-
lunmustur' 1629 Bu ézellikleri nedeniyle, Candida tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlar-
da, salgin incelemesi ve insandan insana gegis insidansinin belirlenmesi acisindan deger-
li bir ydntem olarak kabul edilmektedir?!. Bununla birlikte, amplifikasyon temeline da-
yanmasi ve 0zgul olmayan primerler kullanilmasi nedeniyle, reaksiyon kosullarina bagh
olarak duyarhliklarinin degiskenlik gostermesi gibi 6nemli bir dezavantaja sahiptir. PCR
sartlarindaki cok ufak degisiklikler (yapisma sicakligi, reaksiyon sureleri, kullanilan poli-
meraz kaynagi, MgCl, konsantrasyonu, kalip DNA kalite ve konsantrasyonu, primer kon-
santrasyonu vb.) bile fragmanlarin cogaltilabilirligini, dolayisiyla yontemin tekrarlanabi-
lirligini etkilemektedir. Bu nedenle, bu metodun veritabani olusturmak icin uygunlugu
kanitlanmamistir''. Bizim calismamizda da, PCR karisimlari ayni sekilde hazirlandigi hal-
de, cihaz degisikliginin bile elde edilen bant paternlerini degistirdigi gozlenmistir. Bu
farkhhgin, farkh cihazlarin dongdiler arasi sicaklik degisim hizlarinin farkliigina bagh ola-
bilecegi dustinilmustir.

Calismamizda kullanilan tim primerler, yiiksek ayinm giiciine sahip olmakla birlikte
kendi aralarinda bazi 6nemli farkhliklar sergilemistir. Bitiin primerlerle bant vermeyen 6r-
nek olmamigtir. OPE-04 (AG: 0.94), OPE-12 (AG: 0.91) ve OPE-18 (AG: 0.96) primerleri
kullanildiginda, orneklerin yaklasik beste biri bant vermemistir. Bu yiiksek oranlar, bu pri-
merlerin guvenilirligini ciddi oranda dustirmektedir. Buna karsilik P1 primeri ile sadece iki
ornekte bant goérilmemis, yine tek bant veren 6rnek sayisi iki olarak bulunmustur. Ayirm
glicti 0.92 olmakla birlikte degerlendirme kolayhgr ve az sayida bant veren ornek sayisi-
nin az olmasi nedeniyle bu primer digerlerine kiyasla daha kullanilabilir bulunmustur.

Ayni hastaya ait farkli 6rnekler degerlendirildiginde (Tablo II), farkli primerlerin bu 6r-
nekleri ayni veya farkli gruplara dahil edebildigi gozlenmistir. Sadece 1, 3, 13, 14 ve 23
numarall hastalara ait 6rnekleri ayni bulan hi¢bir primer olmamasi, bu 6rneklerin farkl ko-
kenlerden geldigini distindiirmektedir. Diger hastalara ait farkli izolatlar bazi primerlerle
ayni, bazilari ile farkl gruplarda bulunmustur. Bu sonug, RAPD yonteminin Ozellikle genis
zaman diliminde elde edilen ¢ok sayida susun yakinhigini belirlemede yetersiz bir yontem
oldugunu gostermektedir. Ayni kokenden gelen suslar, gen dizilerindeki minor degisiklik-
ler nedeniyle farkli gruplara sokulabilecedi gibi, birbirinden cok farkli suslar da primer
baglanma bolgelerinin benzerlikleri nedeniyle ayni grupta degerlendirilebilmektedir.

Candida genotiplendirilmesinde bircok yontem kullanilabilmekle birlikte, altin standart
olarak kabul edilen bir yontem bulunmamaktadir. Bu nedenle, C.albicans genotiplemesi
icin yontem secerken tekrarlanabilirlik, sonuclarin yorumlanabilme kolayhgi ve yontemin
ayinm giicii g6z éniinde bulundurulmalidir'®. Bizim calismamizin sonuclari, calisilacak 6r-
nek grubunun buyukligu ve siphelenilen salginin boyutu gibi cesitli faktorlerin de geno-
tipleme yontemi seciminde g6z éniinde bulundurulmasi gerektigini gostermektedir.
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Genotiplendirmede yiiksek ayirnm gilici elde etmek icin, molekdiler hedefleri farkl
olan tekniklerin kombine edilmesi ya da bir teknigin farkli varyasyonlarinin kullanilmasi
énerilmektedir'>22, Bu calismada primerler ayri ayri degerlendirildiginde ayinm gicleri
yeterli diizeyde bulunmakla birlikte; bir primer ile calisildiinda ayni grupta yer alan ba-
z1 suslarin, bagka bir primer ile farkli gruplara dagilabildigi gozlenmistir. Her ne kadar bu
sonug, RAPD analizlerinde birden fazla primer kullaniminin ve bunlarin kiyaslamali ana-
lizlerinin yapilmasinin suslar arasindaki genetik iligkiyi ortaya koymada ¢ok daha etkili
olacagini distindiirmekteyse de, cok sayida sus s6z konusu oldugunda bantlarin deger-
lendirilmesi ve suslarin gruplandiriimasinda karsilasilan zorluklar nedeniyle bunun yapil-
masi ¢cok kolay olmayacaktir. Ayrica, elde edilen farkl sonuglardan hangisinin daha gu-
venilir olduguna dair bir veri de bulunmamaktadir.

Esas olarak Candida enfeksiyonlarinin kaynaginin endojen oldugu kabul edilir. Ancak
ekzojen kaynakli enfeksiyonlar da bildirilmistir?>2%. Ekzojen bulas kaynaklari arasinda
cansiz objeler (parenteral niitrisyon sollsyonlari vb.) ve saglik calisanlari ya da diger has-
talar sayilabilir'®. Ekzojen bulas, ézellikle hastane kaynakli enfeksiyonlarin hatta salginla-
rin gelismesinde énemli rol oynamaktadir?®. Candida suslari elden ele gecis gosterebilir
ve inokilasyondan 45 dakika sonra ellerden izole edilebilir. Hastane saglik calisanlarinin
el tasiyicihgi, daha once yapilan calismalarda rapor edilmis ve bunlardan birinde preva-
lans %81 olarak bulunmustur?3. Hastane kaynakli Candida enfeksiyonunun kaynagini be-
lirlemek, morbidite ve mortalitenin azalmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Bu da ancak,
uygun genotiplendirme yonteminin secilmesi ile mimkin olacaktir. RAPD analizleri, kisa
slirede ortaya cikan az sayida olgudan elde edilen izolatlari degerlendirmede uygun ola-
bilir, ancak uzun bir zaman dilimine yayilmis ¢cok sayida izolatin degerlendirilmesinde yo-
rucu ve giivenilirligi diisiik bir yontem gibi gériinmektedir. Ozellikle calisma kosullarinda-
ki minor degisikliklerden bile etkilenmesi ve farkl primerler kullanildiginda suslarin gene-
tik yakinhidi ile ilgili farkli sonuglar alinmasi en 6nemli dezavantajlarini olusturmaktadir. So-
nug olarak, RAPD yontemi ile C.albicans suslarinin genotiplendirilmesi, az sayida susun de-
gerlendirilmesinde, bir klinikte ortaya cikan kiictik salginlarda kaynagin arastiriimasinda
yararli olsa da; ¢ok sayida susun degerlendirilmesinde uygun bir yontem degildir.
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