Simpozyum: Mikozlar ve molekiiler yéntemler

MIKOZLARIN EPIDEMIYOLOJiK ANALIZINDE MOLEKULER YONTEMLERIN YERI VE
MLST YONTEMINE OZET BIR BAKIS

Riza DURMAZ
in6nii Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya, (rdurmaz@inonu.edu.tr)

Invazif fungal infeksiyonlar, 6zellikle AIDS, kemik ili§i ve solit organ aktarimi yapilmis
olanlar, prematur yenidodanlar, cerrahi ve yanik Uniteleri ve yogun bakim birimlerinde
yatanlarda énemli oranda morbidite ve mortaliteye neden olmaktadir. Ozellikle Candida
turlerine bagh hastane infeksiyonlarinda artis g6zlenmektedir. Bu hastaliklarin tedavisi ve
onleme stratejilerinin gelistiriimesi igin epidemiyolojik calismalara gereksinim vardir (1).

Molekller tipleme sistemlerinin gelistiriimesiyle infeksiyon hastaliklarinin epidemiyolojisinde
onemli ilerlemeler kaydedilmistir. Bu sistemlerde, ayni tir igcindeki izolatlarin genetik olarak
da iliskili olup olmadiklan arastiriimakta, “izolatlar ayni mi, farkli mi?” sorusuna yanit
aranmaktadir. Boylece izole edilen etken mantarin kaynadi belirlenebilmektedir. Molekiiler
epidemiyolojik calismalarla etkenin gevreden bulasan ekzojen kaynakh veya hastanin kendi
florasindan gelen endojen kaynakli olup olmadigi ve muhtemel bulas yollari hakkinda fikir
edinilebilmektedir. Hastane ve toplum kaynakh infeksiyonlarin ayrimi yapilabilmektedir.
Epidemik klonlarin sirkilasyonu ve zaman igindeki prevalansi izlenerek, epidemiyolojik
stirveyans ve kontrol yontemlerinin degerlendirilmesi yapilabilmektedir. Bir etkene bagh
tekrarlayan infeksiyonlarin, ayni etkenin disardan yeniden alinmasiyla mi yoksa latent
durumdaki infeksiyonun aktive olmasiyla mi olustugu anlasilabilmektedir. Béylece molekiiler
tipleme sonuglarindan yararlanilarak, uygulanan korunma ve kontrol yontemleri ve tedavi
protokollerinin uygunlugu denetlenebilmektedir (2-6).

Molekiiler tiplemede genel ilkeler

Mantarlarin tiplemesinde; koloni morfolojisinin incelenmesi, biyokimyasal testler, seroloji,
toksin duyarliigi ve antibiyotiklere direnc gérintltlerine dayall fenotipleme ydntemleri
denenmistir. Ancak bu ydntemlerin tekrarlanabilirliklerinin distk olmasi, ayrim glglerinin
sinirll olmasi ve gogunlukla yogun is ylki gerektirmeleri nedeniyle terk edilmislerdir (4, 5).
Bunlara ilave olarak; Candida albicans, C. tropicalis, C. glabrata ve Cryptococcus neoformans
gibi bazi mantarlar fenotipik degisiklik gosterebilmekte ve bu durumda fenotipleme yontemleri
yetersiz kalabilmektedir (5).

Molekiler tekniklerin gelismesiyle, suslarin genomlarinin karsilastirilabilmesi olanagi dogdu.
Ortak genotipik profil olusturan ayni tir igindeki izolatlarin, klonal olarak ortak bir atadan
geldikleri ve bunlarin olusturduklari infeksiyonlar arasinda epidemiyolojik iliskinin olabilecedi
kabul edilmektedir. Klonal organizmalarda sinirli veya hig kromozomal rekombinasyon ve
mayoz olmadigi kabul edilmektedir. Boylece kromozom, atasal hlicreden yeni soylara bir
bltiun olarak gegmektedir. Burada gézlenen dedisimin ana nedeni, nokta mutasyon veya DNA
segmentlerinin insersiyonu ve delesyonlari seklinde olan mutasyonlardir. Bu degisiklikler yeni
soylara blok olarak aktarildigindan, uygun genetik gostergelerle (marker) izlenebilir, suslar
arasindaki genetik yakinlik saptanabilir. Fakat eger mantar eseyli cogalma evresinde ise,
genetik go6stergeler kromozomlar arasi dedisebilir. Boyle durumlarda, genetik farkliligi
gosterebilmek igin, fazla sayida gostergenin kullanildigi daha ayrintili galismalar gerekebilir

(4).
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Bir molekiiler tipleme calismasindan anlamh sonuglar cikarmadan 6nce, dikkate alinmasi
gereken cesitli faktorler vardir. Bunlar; dogru Orneklem, uygun ydntem ve gdstergelerin
segimi, sonuglarin analizi ve dikkatle yorumlanmasidir.

Orneklemin biiyiikliigii, test edilen hipotez lizerine dogrudan etkilidir. Tam &rneklem
idealdir. Ancak o0zellikle belirli patojenlerde buna ulasilmasi imkansizdir. Bu nedenle,
ulasilabilen érneklemin derecesi analiz ve yorum asamalarinda dikkate alinmalidir.

Molekuler tipleme metotlarinin yeterli dogrulukta olabilmeleri igin, segilecek genetik goster-
genin belirli kosullari karsilamasi gerekmektedir. Ilk olarak; molekiler tiplemede kullanilan
gosterge, bulasmay izleyebilmek igin zaman iginde yavas dedismeli, fakat ayni zamanda
epidemiyolojik olarak iliskisiz suslarin ayirt edilebilmesi icin, spontan olan degisimlere acgik
olmalidir. Eger gosterge gok az dedisim gosteriyor ise dérnekler arasindaki farklhligi saptamada
yetersiz kalacak, hatali kiimelesmeler olacaktir. Degisim cok hizli oldugunda ise suslarin farkli
genotipe ayrilmasi artar ve gercek kiimelesmeler saptanamayabilir. Ikinci olarak; secilen
gostergeler, evrimsel baski altinda olmamaldir. Uciinii olarak; genetik gdstergedeki mutasyo-
nun yeni bir versiyonu olmamal veya cok dislik olasilikta olmalidir. Dérdiinci olarak; gdster-
ge, kendisini analiz edecek modele uygun olmaldir. Son olarak; iki bagimsiz izolatta ayni
mutasyonun gérilme olasiligi oldukgca distk olmahdir. Homoplaziyi (farkli soya sahip olan
kokenlerde ortak karekterlerin gozlenmesi) dnlemek icin buna gerek vardir (4, 6). Buna ek
olarak, tek bir lokusa dayal tipleme semalari rekombinasyona karsi ¢ok duyarlidir. Aslinda
ayni olan iki izolattan birinin lokusunda olusan bir rekombinasyon bunlan iki ayri sus gibi
dederlendirmeye neden olabilir. Buna bagh hatali gruplasmayi 6nleyebilmek icin birden fazla
lokus veya gosterge seti kullanilmahdir (7).

Loboratuvarlarin tipleme, veri toplama ve analiz icin farkli yéntemleri secebilmeleri, elde
edilen sonuglarin karsilastirmasini zorlastirmaktadir. Yontemlerin standardizasyonu, kalite
kontrollerinin kullanimina 6zen goésterilmesi ve veri analizinin 6nemsenmesi karsilastirilabilir
sonuclar alinmasi agisindan gerekli noktalardir. Genetik iliskiyi saptamada molekdler tipleme
yontemlerinin ayrim glicind artirmak igin birgok kistas énerilmistir. Uygun bir teknik, gevresel
baskilara ve yuksek sikliktaki genetik reorganizasyonlara direngli olmalidir. Buna ek olarak,
olusturulan parmak izi (fingerprints) zaman icinde istikrarh olmahdir. Ayrica metot, homop-
laziye direngli olmalidir. Olusturulan veriler tekrarlanabilmeli, ayni genetik goérinti veren
suslar, degisik zamanlarda ayni ve farkh laboratuvarlarda hep benzer gérintlyl olusturma-
lidir. Herhangi bir yéntemin laboratuvarlar arasi ve laboratuvar iginde tekrarlanabilir olabilmesi
deneysel degiskenlerin iyi bilinmesi ve onlarin kontrol altina alinmasi ile mimkin olabilmek-
tedir. Mikro-organizmalarin Uretim ve stoklama kosullar, nukleik asitlerin izolasyon ve
saflastinlmasi, deneydeki nukleik asit konsantrasyonu, amplifikasyon kosullari, restriksiyon
endontkleaz ile kesim, elektroforez kosullari standardize edilmeli ve incelenecek suslarin
tamamina ayni kosullar uygulanmalidir. Genotipleme ydntemi, genetik iliskiyi derecelendi-
rebilme kapasitesine sahip olmalidir. Suslari farkli, muhtemel iliskili, yakin iliskili ve ¢ok yakin
iliskili olarak siniflandirabilmelidir. Bbyle bir yontemle, suslar arasindaki benzerlik katsayisi
hesaplanabilir, bundan vyararlanilarak suslarin yakinlik derecelerini gdsteren dendrogram
olusturabilir. Ideal olan, bir tipleme ydntemiyle elde edilen veriler bilgisayar yardimiyla analiz
edilebilmeli, geriye ddnidk analizler ve laboratuvarlar arasi karsilastirmalar igin uzun sire
saklanabilmelidir. Metodolojik olarak tipleme yéntemi hizli, ekonomik, cogu klinik mikrobiyoloji
laboratuvarinda uygulanabilir olmalidir. Segilecek yo6ntem, ayni tirin her susu igin
uygulanabilmeli, cok sayida 6rnegin incelenmesine elverigli olmaldir (3, 4, 8).

Molekiiler tiplemeden elde edilen sonuclarinin dogru degerlendirilebilmesi icin, klasik

epidemiyolojik bilgiler ve klinik verilerle birlikte ele alinmasi gerekmektedir. Ne kadar
benzerlik epidemiyolojik veya klonal iliskiliyi dogrulamaktadir? Bu durumu dederlendirebilmek
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icin; kullanilan sistemin ayirim giicli, incelenen organizmanin genomik degiskenligi ve aras-
tirma periyodunun bilinmesine gereksinim vardir. Molekller alt-tipleme sonuclarinin yorum-
lanmasinda dikkat edilmesi gereken en 6énemli faktoér; epidemiyolojik, cevresel ve laboratuvar
bulgularinin birbiriyle ne derece ortisttigiadir. Laboratuvar bulgular, tek basina, bir infek-
siyonun kaynadini dodgrulama veya reddetmede vyetersizdir. Ayni susun iki kisiyi farkl
yollardan infekte etmesi her zaman mumkun olabilecegi gibi, farkli profile sahip izolatlarin
ortak bir kaynaga sahip olmalar da olasidir (3, 6).

Molekiiler tipleme yontemleri

Mantarlarin epidemiyolojisinde gesitli molekiler tipleme ydntemleri denenmektedir. Bunlardan
fazlaca kullanilanlarin prensip, avantaj ve dezavantajlarn konusunda bilgi verilecektir.

"Restriction fragment length polymorphism” (RFLP)/Restriksiyon endoniikleaz ile
kesilmis kromozomal DNA’nin pulsed-field jel eletroforezle (PFGE) ayristiriimasi:
Uygun bir restriksiyon endoniikleaz (RE) enzimiyle DNA kesilmekte, olusan parcalar agaroz
jel elektroforezinde ayristirilmaktadir. Her bir susa ait farkhh bulyuklik ve sayidaki DNA
parcalari, o sus icin tipleme profilini olusturmaktadir. Restriksiyon endonikleaz enziminin
kesim noktasinda olusan mutasyonlar, suslar arasindaki farkhliktan sorumlu olmaktadir.
Buradaki en o6nemli dezavantaj, codgu tipleme yodnteminde oldugu gibi, bantlarin ayni
blyuklikte olmasi, suslarin mutlaka ayni oldugu anlamina gelmeyebilir. Bu problemi elimine
etmek icin “sequence-confirmed amplify region analaysis” (SCAR) o&nerilmektedir. Bu
yontemde; ayirici bantlar polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemiyle gogaltiimakta ve
takiben dizi analizi yapilmaktadir (4).

Pulsed-field jel eletroforez yénteminde; agaroz icine gdmduli haldeki htlcrelerden yapisal
bitlnliyld bozulmadan izole edilen kromozomun, RE enzimi ile kesilmesinden sonra olusan
DNA pargalarinin, akim oryantasyonu periyodik bir sekilde degistirilen elektrik akimi (pulsed-
field gel electrophoresis) yardimiyla ayristinimasi amacglanmaktadir. Pulsed-field jel
eletroforez yénteminde, RE enzimle kesilmis kromozomal DNA’dan olusan, 10-800 kb
arasinda uzunluda sahip parcalar, etkin bir sekilde géc ettirilmekte ve bunun neticesinde
yaklasik 5-20 kadar, farkh blyuklikte DNA bant profili ortaya gikmaktadir (9).

Restriction fragment length polymorphism hizli, basit ve ucuz bir yéntemdir. Fakat bircok
metodolojik sikintilar bulunmaktadir. Fungal genomun kompleks olmasindan dolayr gok
sayida bant olusmaktadir. Bu durum bantlarin ayrismasini zorlastirmaktadir. Bundan dolayi
orta derecede iliskili izolatlar arasindaki klonal iliskiyi test etmede sikintilar vardir.
Restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin secimi 6énemli parametrelerden biridir. Sfil ve BssHII
restriksiyon enzimlerinin karsilastirildigi calismalarda; C. albicans ve C. tropicalis suslarinin
ayriminda BssHII enzimine dayali analizin daha yilksek ayrim gliciinde oldugu gosterilmistir
(10-12).

Hibridizasyonlu RFLP: RFLP ile elde edilen DNA bantlar, Southern blot yéntemiyle naylon
membrana aktarilmakta, sonra etkene &6zel problarla hibridizayon yapilmaktadir. Problar
kromozomal DNA'yi hedef alarak dizenlendiklerinden, mitokondriyal DNA veya rDNA’dan
kaynaklanan bantlar elimine edilebilmektedir. Ayrica sinirli sayida bantlarin hibridizasyonu
hedeflenerek, bant sayisinin fazlahdindan kaynaklanan yetersiz ayrim problemlerinin énline
gecilebilmektedir. Bu amacgla kullanilabilen farkl problar bulunmaktadir. Tek gen problar
(single-gene probes), alelik polimorfizme bagh olarak izolatlar arasinda ayrim saglayabil-
mektedir. Ancak, bunlar izolatlar arasinda yalnizca bir veya iki bant farkliigina dayali ayrim
yapmaktadirlar. Bu durum bazen genetik iliskiyi saptama ve suslari ayirmada yeterli olma-
maktadir. Ayrim gliciind artirmak icin kromozomdaki tekrarlayan DNA parcalarina baglana-
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bilen problardan yararlaniimaktadir. Filogenetik analizler igin kullanilacak olan ideal prob, sus-
lar arasindaki genetik iliskinin derecesini (iliskisiz, muhtemel iligkili, yakin iligkili..) saptamaya
uygun olmalidir. Bu amag igin kompleks problar, basarili bir bicimde kullaniimaktadir (4).

Bu yontemin en 6nemli avantaji, uygun bir prob secilmesi halinde ayrim gtici oldukga yuksektir.
Fakat Aspergillus fumigatus’ta oldugu gibi, haploid organizmalarda bir alelin (bir band) varligi ve
yoklugu gosterilebilirken; C. albicans gibi diploid organizmalarda homozigot (her iki alelin bulun-
masi) genotiplerin, heterozigot (alellerden yalnizca birisi bulunmaktadir) genotiplerden ayrimini
yapmak olanaksizdir. Candida albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. dublinensis, C. parapsilosis,
C. krusei, Cryptococcus neoformans, Aspergilus fumigatus ve A. flavus gibi mantarlarin tiple-
mesinde kullanilan problar bulunmaktadir (4).

Polimeraz zincir reaksiyonu temelli tipleme yontemleri: Bu yontemler; 6-20 bazlik PZR
primerlerinin baglandigi bélgelerdeki degisimleri hedef almaktadir. Polimeraz zincir reaksiyonu
primerlerinin baglandidi bolgelerdeki, 6zellikle 3’-ugtaki, baz degisimleri primerin baglanmasini
ve amplifikasyonu engeller. ilave olarak, bu yéntemler genomdaki insersiyon ve delesyonlari
saptayabilirler. "Random amplified polymorphic” DNA (RAPD) veya “arbitrarily primed PCR”
(AP-PCR) yontemleri, yaklasik 10 baz uzunlukta, rastgele secilmis bir primer kullanmakta-
dirlar. Tek primer, izolatlar arasinda oldukca fazla sayida bant profili olusturmakla birlikte,
cogu durumda izolatlar arasindaki ayrimi sadlayabilecek 1-3 tane yodun bant olusmaktadir.
Bu yontemler ucuz, hizl ve basit yontemlerdir. Uygulamalarn kolay ve cogunlukla RFLP ile elde
edilen iliskisiz izolatlar arasindaki farkhldi dogru olarak tanimlayabilmektedirler. Bu yontem-
ler; C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. lusitaniae, C. dubliniensis, C.krusei, A. fumigatus,
A. niger, C. neoformans, Malassezia tirleri ve Fusarium solanii gibi pek c¢ok mantarin
tiplendirilmesinde kullaniimaktadir (4).

Polimeraz zincir reaksiyonu temelli yéntemlerin en 6nemli dezavantajlari, labaoratuvar igi ve
laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirliklerinin distk olmasidir. Bunu dnlemek icin DNA konsan-
trasyonu, primer, nikleotit, enzim ve diger tim malzemeler acgisindan yontem standardize
edilmeli, calismalarin tamami ayni amplifikasyon kosullarinda yapilmalidir.

Elektorforetik karyotipleme (EK): Sekslel ve aseksiel fungus tlrlerinin gogu, kromozomun
kirlmasi ve dizelmesi veya yeniden organize olmasindan kaynaklanan “chromosomal-length
polymorphism” (CLP) sergilemektedirler. Benzer gérinim azollere direng gelisme asamalarinda
da gozlenebilmektedir Bu beklenmedik olaylara yol agan dizilimler, codunlukla aktarilabilen
elementlerdir ve nadir olarak da tekrarlayan dizilimlerdir. Bu dizilimler, ektopik rekombinasyon
(homolog olmayan kromozomlar arasinda rekombinasyon) icin substrat islevi gérirler. Ornek
olarak; rRNA genlerini iceren siral tekrarlar (tandem repeat) bitin funguslarda degisik uzun-
luktadir ve bazi olgularda CLP'nin dogrudan nedeni olarak gosterilmektedirler. “*Chromosomal-
length polymorphism” elektroforetik karyotipleme (EK) ile gérintilenebilmektedir. Elektrofore-
tik karyotipleme yénteminde; farkli yénlerden uygulanan elektrik akimiyla, herhangi bir enzimle
kesime ugratiimamis olan fungal kromozomun jel iginde yurittlmesi gergeklesmektedir (4).

Elektroforetik karyotipleme ile “sequence specific” PZR ve genomik DNA'nin RE enzimi ile
kesimini takiben yapilan PFGE’den alinan sonuglar arasindaki uyum cgalismalara goére farkh
bulunmustur. Idrar yolu infeksiyonu olan hastalardan Uretilen C. tropicalis suslarinin
molekdiler tiplemesinde; EK'nin yetersiz oldugu, en uygun ydontem olarak BssHII ile kesilmis
kromozomal DNA'nin, PFGE ile ayristirimasinin oldugu gosterilmistir (10). Bir baska
calismada, C. albicans izolatlarindaki mikrodegisimleri saptamada EK'nin yetersiz oldugu,
BssHII ve Sfil enzimleriyle kesilmis DNA'nin PFGE ile ayrnistinimasinda farkl profil olusturan
suglarin, EK ile ayni olduklar gézlenmistir (11). Kore’'deki bir tniversite hastanesinde bes yil
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sure ile 38 hastanin kanindan izole edilen 54 C. albicans susu EK ile 14, Sfil kullanilan PFGE
ile 29, BssHII kullanilan PFGE ile 31 farkli profile ayrilmistir (12). Ug ayn laboratuvarda yapilan
tipleme sonuglarina goére; EK tipleme yénteminin C. albicans, C. lusitaniae, C. parapsilosis,
C. tropicalis ve C. glabrata suslarinin tiplendirilmesinde, BssHII ve Sfil enzimleriyle kesimi
takiben yapilan PFGE'den daha iyi oldugu gosterilmistir (5). Bu galismada; ayrica, yontem-
lerin laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirliklerinin Candida tirlerine gore degisim gOsterebil-
digi saptanmistir. Elektroforetik karyotipleme ydnteminin Cryptococcus neoformans izolat-
larinin tiplendirilmesinde vyararli oldugu (11), fakat Malassezia tirlerinin epidemiyolojik
incelenmesinde uygun olamayacadi belirtilmistir (13).

“'Single-nucleotide polymorphism” (SNPs): SNP; 6zgl bir lokasyonda meydana gelmis
olan tek baz degisimleridir. Bu dedisimleri gosterebilmek icin “confirmation-based polmorphism
scanning/Single-strand confirmation polymorphism analysis” (SSCP), “heterodublex mobility
analysis”, "DNA microarray genotyping” gibi yontemler bulunmaktadir. DNA microarray; bir-
cok degisikligi ayni anda gozlemeye olanak veren hibridizasyon temelli bir tipleme yontemidir.
Binlerce oligonikleotit, bir dizen iginde silikon bir ylizeye badlanarak, yiksek yogunlukta
microarray veya DNA chip’leri olusturulmaktadir. Floresans veren maddelerle isaretli nikleotitler
kullanilarak PZR ile codaltilan hedef DNA o6rnekleri, silikon Gzerine baglanmis olan problariyla
hibridizasyona tabi tutulmaktadir. Yiizeyde bulunan her bir oligonlkleotit prob, kendisine 6zgl
dizilimlerle tam hibridizasyon olusturduklarinda, hatali hibridizasyon olmus olanlara kiyasla daha
glgli sinyal olusmaktadir. Olusan sinyallerin kantitasyonu yapilabilmektedir. Bu yontemle tek
baz dedisimleri yaninda, delesyonlar ve insersiyonlar da saptanabilmektedir (4).

Baz dizi analizi: iki susu kiyaslamanin en uygun olan yolu, bunlarin DNA dizilimlerini
karsilastirmaktir. Bircok arastirmaciya gore, iki susun tamamen ayni olduguna yalnizca bu
yontemle karar verilebilir. Ancak bu yéntemin uygulamasi ve sonuglarinin yorumlanmasinda
sikintilar vardir. Dizi analizi; daha cok PZR veya RFLP ile elde edilmis olan homolojiyi
dogrulamak ve ayrica mikro-organizmalarda iyi korunmus olan belirli sayidaki “housekeeping”
gendeki degisimi analiz etmek icin uygulanmaktadir.

“"Multilocus sequence typing” (MLST): MLST perensip olarak, multilokus enzim elektroforez
(MLEE) sistemine benzemektedir. Farkli olarak, bunda, temel metabolik fonksiyonu kodlayan
“housekeeping” genlerdeki degisiklik arastirimaktadir. Yontemde; “housekeeping” genlerin
arasinda kalan bolgelerin PZR ile godaltiimasi yapilmakta, olusan PZR (rinlerinin dizi analizi
¢ikariimaktadir. Her bir lokus icin, her farkli dizilim farkli bir alel numarsi ile gésteriimekte ve
boylece susa ait bir alelik profil tanimlanmaktadir (7, 14). Her bir alelik profil, dizi tipi (diploid
sequence type=DST) olarak belirtilmektedir. Belirlenen alelik profiller, MLST veri bankasindaki
(http://www.mlst.net) bilinen alellerle karsilastirilarak, saptanan alel profilinin diger Ulkelerdeki
yayginlik derecesi konusunda bilgi edinmek mimkin olabilmektedir. “Multilocus sequence
typing”deki lokuslarin her birinde cok sayida alel bulunmakta ve bunlarin sayisi MLEE'dekinden
daha fazladir. Béylece MLST'de kullanilan alti-yedi lokusla, MLEE'dekine benzer oranda ayirim
guct elde edilebilmektedir. “Multilocus sequence typing” sonuglarinin elektronik ortama
aktarilabilmesi, kolayca saklanabilmesi ve tiplendirilen herhangi bir susun sonucunu daha
onceden var olanlarla kiyaslama olanaginin bulunmasi, bu yontemin MLEE’e Ustinltkleridir (1,
15). “Multilocus sequence typing”, hizli ve uygulamasi kolaydir. Bu teknigin en 06nemli
avantajlarindan birisi, genomun tamaminin dizi analizinin yapilmasina gerek duyulmamasidir.
Laboratuvarlar arasi tekrarlanabilir sonuglar alinabilme olasiligi oldukga yuksektir. Diger PZR
tekniklerinde oldugu gibi MLST, elde izolatin olmadigi durumlarda, dogrudan klinik 6rnekler
Uzerinden uygulanabilmektedir. Bu yoéntem mantarlarin tiplemesinde kullanilan EK, AP-PZR,
SNPs ve hibridizasyon ydntemlerinden daha avantajlidir. “Multilocus sequence typing”
yontemiyle mantarlarin tirlerini tanimlamak mudmkin olabilmekte, tlrler igindeki suslarin
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ayrintili analizleri yapilabilmekte (mantar-cevre, mantar-konak normal florasi, mantar-hastalik
iliskisi gibi), salginin olasi kaynak ve bulas yollari aydinlatilabilmekte, belirli mantar tiplerinin
toplumlardaki yayginlik derecesi konusunda bilgi edinilebilmektedir (15, 16).

Candida albicans, C. glabrata, C. tropicalis, Histoplasma capsulatum, Aspergillus flavus,
Coccidioides immitis ve Fusarium oxysporum kompleksin tiplendirmesinde MLST'nin kullanil-
digini gosteren calismalar vardir (5,16). http://www.mlst.net adresinde C. albicans,
C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata ve Cryptococcus neoformans var. grubii igin hazirlanmis
ayrintill MLST bilgilerine ulasmak mimkuin olabilmektedir (16). Bu yontemin, iliskili C. albicans
suslarindaki min6r dedisimleri bile yakalayabilecek yiksek ayrim glcline (%99.7) sahip,
istikrarli bir tipleme yontemi oldugu ortaya konulmustur (14). Tayvan’daki 12 hastaneden
izole edilmis olan C. albicans izolatlarinin genetik profillerini analiz etmek igin kullanilan MLST
yoénteminde; bu ydntemin epidemiyolojik olarak iliskili olan suglarin ayriminda PFGE'den daha
ylksek ayrim gicline sahip oldugu gosterilmistir (17). Bu calismada; ayrica, ayni hastadan
farkli zamanlarda izole edilen C. albicans suslarindaki mikro dedisimlerin izlenmesinde de
MLST'nin uygunlugu vurgulanmistir.

Sonug olarak, molekiler tiplemede kullanilan yéntemlerin her birinin avantajlari yaninda
dezavantajlari da bulunmaktadir. ideal bir tipleme ydntemi bulunmadigina gére, herhangi bir
tipleme yéntemiyle kiime olusturan suslarda; yéntemin etkinlik derecesi, bagimsiz bir tipleme
yontemiyle dogrulanmalidir. Bu durum, 6zellikle kiglik dedisimler (minievolution) veya susalti
degdisim (substrain shuffling) gtsteren belirli mayalarin epidemiyolojik incelemelerinde 6nemli-
dir. Molekdler tipleme sonuclarindan dogru bir yorum cikarilabilmesi icin, klasik epidemiyolojik
verilerin toplanmis olmasi vazgegilmez bir zorunluluktur. Epidemiyolojik veriler olmadan
yapilan tipleme calismalari bosa harcanmis zaman ve masraftan baska bir sey degildir.

Kaynaklar

1. Andrei A, Zervos MJ. The application of molecular techniques to the study of hospital infection. Arch Pathol Lab
Med. 2006; 130:662-668.

2. Pfaller MA, Herwaldt LA. The clinical microbiology laboratory and infection control: Emerging pathogens,
antimicrobial resistance, and new technology. CID 1997; 25: 858-870.

3. Durmaz R. Molekiler epidemiyoloji neden gerekli, baslarken nelere dikkat edilmelidir? 3. Ulusal Molekdler ve
Tanisal Mikrobiyoloji Kongresi (28 Haziran-1 Temmuz 2004, Ankara) Program ve Bildiri Ozet Kitabi’'nda. 2004:
52-59.

4. Gil-Lamaignere C, Roilides E, Hacker J, Miller F-MC. Molecular typing for fungi-a critical review of the
possibilities and limitations of currently and future methods. Clin Microbiol Infect 2003; 9:172-185.

5. Espinel-Ingroff A, Vazquez JA, Boikov D, Pfaller MA. Evaluation of DNA-based typing procedures for strain
categorization of Candida spp. Diagn Microbiol Infect Dis 1999; 33:231-239.

6. Barrett TJ, Ribot E, Swamnathan B. Molecular subtyping for epidemiology: Issues in comparability of patterns
and interpretation of data. In: Persing DH, Tenover FC, Versalovic J, Tang Y-W, Unger ER, Relman DA, White
TJ, eds. Molecular Microbiology: Diagnostic Principles and Practice. Washington, DC: ASM Press, 2004: 259-
266.

7. Hanage WP, Feil EJ, Brueggemann AB, Spratt BG. Multilocus sequence typing: Strain characterization,
population biology, and patterns of evolutionary descent. In: Persing DH, Tenover FC, Versalovic J, Tang Y-W,
Unger ER, Relman DA, White TJ, eds. Molecular Microbiology. Diagnostic Principles and Practice. Washington,
DC: ASM Pres, 2004: 235-243.

8. Olive DM, Bean P. Principles and applications of methods for DNA-based typing of microorganims. J Clin
Microbiol 1999; 37: 1661-1669.

9. Durmaz B, Durmaz R. Pulsed field gel electrophoresis. Durmaz R, ed. Uygulamali Molekiiler Mikrobiyoloji'de.
Adana: Nobel Tip Kitapevleri, 2001:161-168.

10. Rho J, Shin JH, Song JW, et al. Molecular investigation of two consecutive nosocomial clusters of Candida
tropicalis candiduria using pulsed-field gel electrophoresis. J Microbiol. 2004; 42:80-86.

S178



11.

12.

13.

14,

15.

16.

17.

Shin JH, Park MR, Song JW, et al. Microevolution of Candida albicans strains during catheter-related
candidemia. J Clin Microbiol 2004; 42:4025-4031.

Shin JH, Og YG, Cho D, et al. Molecular epidemiological analysis of bloodstream isolates of Candida albicans
from a university hospital over a five-year period. J Clin Microbiol. 2005; 43:546-554.

Almeida AM, Matsumoto MT, Baeza LC, et al. Laboratory Group on Cryptococcosis. Molecular typing and
antifungal susceptibility of clinical sequential isolates of Cryptococcus neoformans from Sao Paulo State, Brazil.
FEMS Yeast Res. 2007;7:152-164.

Bougnoux M-E, Morand S, d’Enfert C. Usefulness of multilocus sequence typing for characterization of clinical
isolates of Candida albicans. J Clin Microbiol 2002; 40:1290-1297.

Taylor JW, Fisher MC. Fungal multylocus sequence typing-it’s not just for bacteria. Curr Opin Microbiol 2003;
6:351-356.

David M. Aanensen DM, Spratt BG. The multilocus sequence typing network: mlist.net Nucl Acids Res 2005;
33:772-733.

Chen K-W, Chen Y-C, Lo H-J, et al. Multilocus sequence typing for analyses of clonality of Candida albicans
strains in Taiwan. J Clin Microbiol 2006; 44: 2172-2178.

S179



