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Fungal Tanida Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Ozlem Abaci’, Alev Haliki?

Giris

Toprak biomasinin ¢ogunlugunu olusturan funguslar, organik materyalin pargcalanmasi,
bitkilere besin saglanmasi ve ekosistemin dengesi igin indikatdr olup insan yasaminda ve
ekosistemde kompleks ve farkli roller oynarlar. Ziraatte funguslar, tahil Grlnlerini harap
edebilmelerinin yani sira, zararh otlarin ve diger bazi funguslarin kontrolinde de
biyoteknolojik olarak kullanilabilirler. Yine insanlarda sedef (psoriasis) hastaligindan
menenjite kadar bircok hastaliga neden olabilirler, ama tedavi edici ajan olarak da
kullanilabilirler. Ornegin; Saccharomyces boulardii, Clostridium dificile toksisitesini ve
antibiyotik kullanimi nedeni ile olusan diger bagirsak rahatsizliklarini 6nleyebilir.
Biyoteknoloji alaninda funguslar degerli agrokimyasallarin ve farmakolojik 6zelliklere sahip
sekonder metabolitlerin Gretiminde kullanilabilirler (1).

Funguslar hakkinda pek ¢ok bilgi birikimi olmasina ragmen, halen bu organizmalarin ¢ogu
karakterize edilememistir. Dlnya Uzerinde 1,5 milyon fungus oldugu tahmin edilmesine
ragmen ancak 70.000 tur tarif edilebilmistir, bu da halen yasayan turlerin %95’ inin
tanimlanamadigini gostermektedir. Bunun nedenleri habitatlarinin yeterli arastiriimamasi,
kaltdrlerinin zor olmasi veya yapillamamasi ve kataloglanmis Orneklerin tanilanmalarinin
dogru olmamasindan kaynaklanmaktadir (1). Filamentli funguslar yillardan beri morfolojik
olarak siniflandiriimaktadirlar. Ekolojik turler gogu zaman 6zel bir nise uyumuna gore veya
bitki patolojisinde bazi turler konak hastallk semptomlarina gére ve konak ile baglantil
olarak tanilanmigtir. Morfolojik, ekolojik ve patolojik turler fonksiyonel ve yapisal yetenekleri
ile ilgili fenotipik karakteristiklerine goére tanilanmistir. TUm bu sorunlarin dizeltime
stratejilerinde rRNA genlerinin karsilagtirilmali dizi analizlerinin yapilmasinin gerekliligi
ortadadir (1).

PCR molekuler biyolojide genis uygulama alani ile gugli bir yéntemdir. Bu enzimatik
reaksiyon invitro’da karisik DNA oOrneklerinden spesifik DNA dizilerinin amplifikasyonunu
(cogaltilmasini) saglamis ve hedef DNA’ nin ug miktarlarini olusturmustur. PCR ile her bir
DNA dizisi klonlanabilir, analiz edilebilir veya modifiye edilebilir ve hatta nadir diziler bile
saptanabilir. 1985 yilinda bu teknolojinin bulunusundan beri spesifikligi, hassasiyeti ve hizi
sayesinde ¢ogu biyolojik arastirma alani i¢in ve tim organizma siniflari igin birgok metodun
gelismesine yol acmistir. PCR’In fungal genetik, sistematik, ekoloji ve toprak
mikrobiyolojisi, bitki patolojisi, medikal mikoloji, fungal biyoteknoloji vb. gibi mikolojinin
birgcok alaninda genis uygulamalari yapiimaktadir (2). PCR amplifikasyonu DNA dizisine
dayah bilgi saglamaktadir ve bu sayede de bugine kadar fenotipik olarak tanimlanmig
turlerin dogrulanmasini saglamaktadir (3).
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Bagisiklik sistemi zayif bireylerde giderek artan invaziv fungal enfeksiyonlar nedeniyle
hastalik 6lume neden olmaktadir. Kultir temelli analiz yontemleri dusuk hassasiyet ve zayif
spesifiklik gosterdiginden, fungal patojenlerin DNA amplifikasyonu igin PCR temelli
yontemler gelistirilmistir. Ozellikle drnekten mikrobiyal patojenin kiltirinin yapilmasi gok
uzun zaman aldigindan PCR’in tanidaki 6nemi daha da artmaktadir. PCR’ in spesifikligi ve
hassasiyeti hedef gene, primer dizisine, PCR teknigine, DNA izolasyon prosedurine ve
PCR durunlerinin belirlenmesi metoduna baghdir (4).

DNA izolasyonu

PCR’ da ilk basamak kalip DNA’ nin hazirlanmasidir. Funguslarda nukleik asit izolasyonu
ile ilgili birgcok protokol bulunmustur. Bunlarin bir ¢ogu molekiler uygulamalarda
kullanilabilecek pg miktarlarinda saf genomik DNA’'nin izolasyonunu saglayabilmektedir.
Tek kopyali genlerin amplifikasyonu igin 1ug DNA kullanilabilir, ¢ok kopyali genleri
amplifikasyonu igin ise daha az miktar DNA yeterli olmaktadir. Yapilan bir calismada rDNA
dizilerinin amplifikasyonu icin Neurospora tetrasperma’nin tek bir sporunun yeterli oldugu
belirtiimigtir. Yapilan bir bagka calismada adli tip 6rneklerinden PCR igin DNA izolasyon
yontemi belirtiimigtir. Bu yontem hizli ve basit olup, organik solvent ve ¢ok sayida tup
kullanimini gerektirmemektedir. Arastiricilar bu yontemi obligat parazit olan killeme
funguslarindan DNA izolasyonunda da kullanmislardir (5).

PCR amplifikasyonu igin ¢ok az miktar DNA gerektigi icin; DNA toprak, bitki ve Klinik
ornekler gibi kompleks materyallerden de izole edilebilir. Bu nedenle spesifik primerler
kullanilarak  karistk DNA o6rneklerinden fungal DNA’nin direkt amplifikasyonu
saglanabilmektedir. Bu teknikler funguslarin kultire edilmeden farkli 6rneklerden
belirlenmesi ve 6zel ekolojik calismalar icin kullanishdir (1).

Hassas, spesifik ve glvenilir PCR temelli tani testleri uygulamak icin PCR inhibitorlerini
icermeyen saf DNA izolasyonunu saglayacak, hizli ve uygulanmasi kolay DNA izolasyon
protokolleri gereklidir. Fungal hiicrelerden DNA izolasyon protokolleri; hem zaman alicli,
hem de insan hucreleri veya virislerden DNA izolasyonu ile kiyaslandiginda daha az
oranda DNA elde edilebilmektedir. Diger bazi protokoller; mekanik iglemler, sonifikasyon,
fenol-kloroform veya guanidin-tiyosiyanat gibi toksik kimyasallarin kullanimi gibi ilave
basamaklara ihtiya¢ duymaktadir. Hucreleri sferoplast haline getirmede kullanilan Zimolaz
(B-1,3 glukan laminaripenta hydrolaz), Candida, Torulopsis ve Saccharomyces igin
kullanilabilir. Aspergillus niger gibi filamentli funguslardan DNA izolasyonu igin cam
boncuklar ile mekanik parcalama, likit nitrojen ile dondurma-eritme veya sicak alkali ile
muamele gibi bagka lizis basamaklari gereklidir ve bu DNA izolasyon metodlari basari ile
uygulanmaktadir(6).

Klinik 6rnekler hemoglobin gibi PCR inhibitérlerine sahiptirler. Bu inhibitorler taq polimeraza
baglanip onun aktivitesini inhibe ederler. Klinik 6érneklerde mikroorganizma yogunlugu az
oldugu zaman hedef DNA'nin izolasyonu buylk 6énem tasimaktadir (4). Klinik calismalar
icin mevcut DNA izolasyon yontemleri hizlandiriimigtir. Loffler ve ark. 1997’ de yaptiklari
bir calismada bu amac icin 5 farkli DNA izolasyon kiti ve klasik DNA izolasyon metodunu
hassasiyetleri, guvenilirlikleri, maliyeti ile C. albicans gibi en ¢ok rastlanilan maya
DNA’sinin ve A. niger gibi kompleks hicre duvarina sahip kif DNA’sinin serbest kalmasi
gibi kriterleri karsilastirmislardir. Elde edilen sonuglara gore tum ticari kitler DNA izolasyon
sliresini kisaltmislar,ancak hassasiyet 1-1000 fungal hiicre/ml ve maliyet $0,10-2,30
arasinda degismistir. QIAmp Tissue kiti, klasik yontem ile ayni hassasiyet ve saflikta sonug
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vermis olmasina ragmen en pahali kittir. Bu 2 izolasyon protokolu ile izole edilen DNA'lar
ile yapilan PCR sonuglari da %99 uygunluk gostermistir (6).

Hedef Gen

Mikoloji alaninda ilk PCR uygulamasi 1990 yilinda White ve ark. tarafindan funguslarin
taksonomik ve filogenetik akrabaliklarini géstermek icin rRNA’ nin direkt dizi analizi ve
amplifikasyonu ile yapilmistir. rRNA dizileri yasayan tum hicrelerde bulundugundan ve
ayni gorevi Ustlendiginden taksonomik ve filogenetik calismalar igin siklikla
kullaniimaktadir Bu dizilerin evolisyonunun tum genomun evolusyonunu yansittigi
sOylenebildigi gibi ayni zamanda farkliik gdsteren ve korunmus bdlgeler de
icermektedirler. Bu sayede farkli taksonomik gruplarda bulunan organizmalarin
kargilastirma ve ayirimlarinda kullaniimaktadir. Funguslarda nuklear rDNA arka arkaya
tekrar eden rDNA alt birimleri olarak organize olmuslardir. Birinci alt birim kug¢uk nuklear
18S rRNA, 5,8S rRNA ve buyidk niklear 28S rRNA genlerini icermektedir Birinci alt
birimde genler ITS1 (internal transcribed spacer) ve ITS2 ile ayrilmigtir ve iki alt birim 1GS
(intergenic spacer) ile ayriimistir. Son rRNA geni (5S) fungal taksona bagl olarak,
tekrarlanmig alt birimler ile birlikte olabilir veya olmayabilir. 18S rDNA nispeten yavas
evrim gecirir ve uzak akraba organizmalarin kargilagtirlmasinda kullaniimaktadir. Kodlama
yapmayan (ITS ve IGS) bolgeleri daha hizli evrim gegirir ve bir genustaki fungal tirlerin
veya bir tirdeki suslarin karsilastiriimasi icin kullaniimaktadir. 28S rDNA’ nin bazi bolgeleri
turler arasinda farklilik gostermektedir (2). Tanisal PCR’in spesifikliginde amplifikasyon
icin uygun hedef dizinin belirlenmesi gerekmektedir. Spesifiklik, farkli genuslar veya
turlerin DNA dizileri ile hedef dizi arasindaki homolojinin derecesi ile belirlenmektedir.
Ornegin, enfeksiyonun bakteriyel veya fungal kdkenli olup olmadigini anlamak icgin tim
funguslarda genel olarak bulunan yuksek oranda korunmus bir gen bolgesi uygun hedef
dizi olacaktir (7).

PCR, hassasiyeti ve spesifikligi nedeni ile funguslarin tanisinda siklikla kullaniimaktadir.
Medikal ve bitki patolojisinde funguslarin ayirimi icin PCR temelli analiz yontemleri zaten
kullaniimaktadir. PCR temelli analiz yontemleri i¢in spesifik primerlerin dizayn edilmesi
gerekmektedir. Bunun i¢in en azindan hedef DNA bdlgesinin bir kisminin dizisinin bilinmesi
gerekmektedir (2). Hedef genin secimi ve oligonukleotid primerlerin dizayni PCR'’in
hassasiyeti icin onemli faktorlerdir. Ayni gen hedef gen olarak secilse bile farkl primerler ile
PCR 100-1000 kat farkli hassasiyet gdstermektedir. Bu nedenle PCR’In hassasiyeti ve
spesifikligi icin primerlerin dizisi 6nemlidir. PCR’Iin hassasiyeti ayni zamanda segilen hedef
genin kopya sayisina da baglidir (4). ITS gibi DNA dizileri diger tim tarler igerisinden tek
bir tirin saptanmasi igin uygundur. Ornek olarak; ITS dizilerindeki farklihk fungusun
izolasyonuna gerek kalmadan konak bitkideki ¢gogu fitopatolojik fungal tlrin saptanmasini
saglamistir. rDNA'nin diger dizileri ornegin 18S rDNA, 28S rDNA ve mitokondriyel rDNA
dizileri de spesifik primerler gelistirmek igin kullaniimaktadir (2).

PCR igin farkh birka¢ dizi olmasina ragmen, rRNA genleri tim DNA’lari gogaltabilen ylksek
oranda korunmus bolgeleri ve tur dizeyinde tanimlamay! saglayan oldukga korunmus
bdlgeler icerdikleri icin en uygun hedef bolgelerdir. Diger bir avantaji rRNA genlerinin
PCR'’in hassasiyetini artiran yuksek kopya sayisinin olmasidir (7). C. albicans’ da bu genin
50-100 kopyasi bulunmaktadir (8). Bu nedenle PCR igleminde tek kopyali genlere gore ¢ok
kopyali genlerin kullanimi daha hassastir. Tek kopyali genler de tlre spesifik olabilir fakat
nested-PCR uygulanmasini gerektiri. Bu PCR iglemi ise c¢apraz kontaminasyon riski
tagimaktadir (9). Bunlara ilaveten ITS bolgesi olduk¢a korunmus bir rRNA alt birimidir ve

3



tir dizeyinde identifikayonu kolaylastirmaktadir (8). Bu nedenle bu bdlge hedef alinarak
dizayn edilen primerler ile yapilan PCR denemesinin duyarlihgl da artmaktadir. Hedef
organizma igin spesifik olan diziler de primer dizayni i¢in kullanilabilmektedir. Spesifik
primerler klonlanmis genomik DNA dizileri veya PCR ile ¢ogaltimis spesifik diziler
sayesinde dizayn edilmektedir. Takson spesifik primerler RAPD (Random Amplification of
Polymorphic DNA) veya PCR fingerprinting ile elde edilen fragmentlerin klonlanmasi ve dizi
analizlerinin yapilmasi ile dizayn edilmistir. Ornegin Fusarium tirlerinin saptanmasi igin
kullanilan primerler RAPD bantlarinin dizilerinin karakterize edilmesi ile gelistirilmigtir (2).

Spesifik fungal primerler ile PCR metodu sadece tanida degil, su, toprak, bitki veya klinik
ornekler gibi dogal cevrelerde funguslarin saptanmasini igeren ekolojik ¢alismalarda da
kullaniimaktadir. Bundan dolayi, zorunlu parazit ve simbiyontlar Uzerindeki ¢alismalar da
kolaylasmistir. Ornek olarak; mikorizal fungal DNA'nin amplifikasyonu bitki kéklerinden
yapilabilmistir(2). Manian ve ark. 2001 yilinda vyaptiklari bir calismada endo ve
ekzomikorizal funguslardan PCR igin basit ve hizli DNA izolasyon yontemi gelistirmislerdir
ve izole edilen DNA’ y1 hem dusuk kopyali hem de vyuksek kopyall genlerin
amplifikasyonunu saglayan PCR denemelerinde basarili bir sekilde kullanmiglardir (10).

Fungal tanida kullanilan hedef gen bdlgelerini su sekilde siniflayabiliriz:
-Universal Fungal Genler: rDNA genleri; 18S, ITS1 ve 2, 5,8S, 28S, 5S, IGS

-Tek Kopyali Genler: Aktin genleri, Alkalin-proteaz (ALP), Citin Sentaz, GP43,
Lanosterol-a-demetilaz (L1A1), URAS5, SAP, 3 glukan sentaz (FKS), Histon.

-Cins veya Tire Ozgu Primerler: 18S, ITS1 ve 2, 28S rDNA, mitokondriyal DNA, Histon
genleri (11).

Fungal Tanida Kullanilan PCR protokolleri

Ornekte ¢ok az miktarda mikroorganizma oldugu zaman PCR’ in hassasiyetini artirmak igin
uygulanabilecek bir ¢ok ydntem mevcuttur. Nested-PCR bu ydntemlerden birisidir. iki
asamall olan bu testte, birinci periyotta c¢ogaltma tek primer cifti ile 15-30 kez
tekrarlanmaktadir. Olugan ve sayisal olarak artan Urunler, yeni bir reaksiyon tupune
transfer edilerek ve burada internal dizilere spesifik sekonder primer ciftleri kullanilarak
ikinci bir cogaltmaya tabi tutulur. Bu ikinci defa da 15-30 kez tekrarlanir ve olusan urunler
jel elektroforezle ortaya konulurlar (12,13).

Jaeger ve ark. 2000 yilinda okular sivilardan C. albicans, A. fumigatus ve Fusarium solanii
analizi yapmak amaciyla nested-PCR gelistirmigtir. 3 fungal tarin 18S rRNA dizilerine
spesifik 2 panfungal primer dizayn etmiglerdir. Bu primerler ile yapilan panfungal PCR’in
ardindan 3 ture spesifik primerlerin kullanimi ile yapilan nested-PCR takip edilmistir. Bu
PCR ile 50-100 fg C. albicans DNA’sini saptayabilmiglerdir. Ayni zamanda hizli ve guvenilir
DNA izolasyon protokolu de gelistirmiglerdir. Jaeger ve ark. 2000’ de geligtirdikleri bu
yontem ile izolasyon sirasinda olusabilecek DNA kaybini minimuma indirmigler, camsi ve
sulu sivilardan DNA izolasyonu yapmislar ve bu sivilarin PCR Uzerinde inhibitor etkisinin
olmadigini da gostermiglerdir. Elde edilen sonuglar hastalarin kultur sonuglari ve
semptomlari ile uyum gostermigstir. Fakat tek bir hastada PCR sonucu pozitif iken, kaltar
sonucu negatif cikmistir. Bu sonugta bu protokolin klasik kultir ydntemlerine goére
hassasiyetinin yuksek oldugunu gostermistir. Bu yontem fungal endofitalmit stiphesi olan
hastalarda guvenilir bir sekilde kullanilabilecek ilave bir protokol olarak belirtilmistir (14).



Rappelli ve ark. 1998 vyilinda yaptiklari bir calismada serebrospinal sivilarda C.
neoformans ’'In saptanmasi igin bir Nested-PCR protokoll gelistirmisler ve bu teknigi 40
serebrospinal sivi drnedinde denemiglerdir. Sonucta daha 6nce klasik kultir yontemleri ile
Cryptococcal menenjit tanisi konmus 21 hastada pozitif sonu¢ alinmig ve 19 kontrol
hastasinda da negatif sonu¢c elde edilmistir. Bu yontem diger tani ydntemleri ile
karsilastirmali olarak Cryptococ tanisi igin kullanilabilmektedir (15).

Kawamura ve ark. 1999 yilinda yaptiklari bir calismada pulmonar aspergillosis tanisi igin
serolojik testin ve PCR’ in kullanilabilirligini arastirmiglardir. Pulmonar aspergillosis olan 44
hastaya ait serum ornekleri bu galismada kullanilmigtir. 39 hastanin serum orneklerinde
Aspergillus DNA’'sinin PCR ile saptanmasi basarili olmustur. Galaktomannan antijenleri
ELISA ile 25 hastada ve lateks aglutinasyon ile 13 hastada saptanmigtir. Nested PCR ile
Aspergillus DNA’sinin serum drneklerinden saptanmasi, bu 3 ydntem arasinda en hassas
yontem olarak bildirilmigtir (16)

DNA amplifikasyonunun hassasiyeti ve spesifikligi, Nested PCR ile Standart PCR’ a gore
1000 kez artmaktadir. Polanco ve ark. 1999 yilinda yaptiklari bir calismada Yeni Zelanda
tavsanlarinda akut dissemine C. albicans enfeksiyon modeli gelistirmis ve lizis-
santrifugasyon kan kultiri yodntemi ile de PCR’1 karsilastirmiglardir. Cogaltim igin,
funguslarda oldukga korunmusg kuguk alt birim rRNA genlere spesifik olarak dizayn edilen
primerleri kullanmiglardir. Tavsan kan orneklerinde PCR’in duyarlih@i C.albicans igin 10-50
maya hucresi/100ul olarak saptanmistir. Nested-PCR ile de alt saptama limiti 10 kat
artinlmigtir. Lizis santrifugasyon yontemiyle elde edilen duyarllik (%37,5), PCR ile elde
edilenden (%25) daha yiiksek fakat nested PCR’dan (%52,5) daha diisiik bulunmustur. iki
teknigin kombinasyonu ile (lizis santrifugasyon ve nested PCR) duyarlilik orani %62,5'e
yukselmistir. Bu sonuglara gére nested PCR’'in hem tek primerin kullanildigi PCR’dan hem
de lizis santrifugasyon kultir yonteminden daha duyarli oldugu sonucuna varmiglardir (17).

infekte dokulardan direkt olarak patojenik fungusun saptanmasi birgcok énemli ¢alismada
belirtiimistir. Ayni zamanda PCR, mikorizal simbiyontlarin gdézlenmesi ve topraktan
patojenin direkt saptanmasi i¢in de kullaniimaktadir. Nested multipleks PCR uygulamalari
cam koklerinde c¢lrimeye sebep olan Cylindrocarpon destructans ve C. floridum’ u
saptamak igin kullaniimigtir. Cogu rDNA dizilerine dayanan bu PCR yontemleri ile 6lmus
miselyum ile infekteli doku pozitif test sonucu verebilir, ciinkii DNA halen amplifiye edilebilir
durumdadir. Cogu zaman 6lU ve canli hicreleri ayirt etmek icin tercih edilmekte; sadece
canl  hucreleri belirleyebilmek icin Revers-Transkriptaz PCR test uygulamalari
geligtiriimigtir. Bu PCR uygulamasi, kalip DNA'dan RNA polimeraz ile genetik bilgilerin
sentezlenen yeni tek iplikcik mRNA’ya transferidir ve kaynak olarak RNA kullaniimaktadir.
Total RNA, revers transkriptaz enzimi ile ilk dnce cDNA’ya cevrilir. cDNA ture 6zgu
primerler ile cogaltilir (12,13). Fakat rRNA hedef olarak kullanildigi zaman rRNA’ nin
cogaltiimasi her zaman canli biyokutle ile paralel olmayabilir. Kitin sentaz ve ergosterol
biyosentez genleri gibi dizilerin RT-PCR ile amplifikasyonu canli hlcreler ile daha g¢ok
paraleldir. Bu gen dizilerini temel alan RT-PCR uygulamasi rRNA ile karsilastirildidi zaman
hassasiyeti daha azdir (18). Mikoloji alaninda revers-transkriptaz PCR mikotoksijenik
funguslarin aragtirilmasinda kullaniimaktadir. PCR her zaman ilgilenilen strainin mikotoksin
Uretmedigi anlamina gelmez. Ornek olarak primerlerin baglanma bolgesinde meydana
gelen mutasyon proteinin ekspresyonunu etkilemeyebilir, bu durumda PCR negatif sonug
verebilir. Ayrica beklenen PCR urlunlerinin olusumu da analiz edilen strainin mikotoksin
olusturdugunu gostermez, c¢unki PCR drand ilgilenilen genin ekspresyon yapip
yapmadigini gostermez. Bu durumda mRNA'nin varligi veya yoklugu strainin mikotoksin
olusturup olusturmadigini anlamamizi saglamaktadir. RT-PCR ile A. parasiticus’ un
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aflatoksin, Fusariim culmorum’ un trichotesen Uretip Uretmediginin analizinde kullanilimistir.
Ayrica multipleks RT-PCR ile birden fazla mikotoksin igin arastirma yapilabilmektedir (19) .

PCR’ in Tipta Kullaniminin Onemi

Son 10-20 yil veya daha fazla sUredir tibbi olarak 6nemli funguslar Uzerinde yapilan
calismalar, yakin zamanlarda ise Ozellikle funguslar Uzerinde genetik calismalar
yogunlagsmigtir. Bunun en 6nemli nedeni, sanayilesmis Ulkelerde fungal infeksiyonlar ile
birgcok insanin 6lmesidir. Candida tirleri Amerika’da hastanelerde kan 6rneklerinden izole
edilen mikroorganizmalar arasinda 4. sirada yer almaktadir. Avrupa’da egitim
hastanelerinde her 25 hastadan birisi invaziv aspergillosis nedeni ile dimektedir. Gelismis
ulkelerde fungal infeksiyonlar nedeni ile meydana gelen Olumlerin sayisi parazit
infeksiyonlari ile olusan dlimlerin sayisina oranla artis gdstermistir. ikinci bir neden,
antifungal ajanlar farmakolojik sirketler icin karli hale gelmistir. Karmasik ilag terapileri
ilaglara direncliligin ortaya ¢cikmasina neden olmustur. Bunun sonucunda 6rnek olarak C.
albicans digi Candida turlerinin neden oldugu infeksiyonlarin artmasina neden olmustur.
Sonug olarak, C. albicans, C. glabrata, Aspergillus fumigatus, Cryptococcus neoformans
gibi insan patojenlerinin genom dizi analizleri tamamlanmistir. Coccidioides, Pneumocystis,
Histoplazma, Paracoccidioides, Trichophyton genom ¢alismalari devam etmektedir (20).

Bagisiklik sistemi zayif bireylerin sayisinin artmasi ile firsat¢i fungal infeksiyonlarin da
sayisinda giderek artma gorulmektedir. Kozmopolit gevresel funguslar hayati tehdit eden
hastaliklarin etkeni olarak ortaya ¢ikmaktadirlar. Cogu patojenik fungus antifungal ilaglara
direngli hale gelmislerdir. Bazi patojenik funguslarin doku &rneklerinde saptanmalari
mumkin olmamaktadir. Klasik identifikasyon yontemleri yavas ve yorucu olup, hassasiyeti
ve spesifikligi dusuktur. Fenotipik karakteristikler c¢evresel kosullara gore degisim
gOsterebilmektedir. Genotipik karakteristiklere dayali tani daha dogru, tekrarlanabilir, basit
ve hizlidir. DNA temelli protokoller ile organizmanin kandan, vicut sivilarindan, dokulardan
analizi mimkdn olmaktadir. Bu sayede fungal ajanin tanimlanmasi, fungal yukidn miktari ve
antifungal tedavinin gézlenmesi mumkun olmaktadir (11).

PCR c¢ok duyarli olabilen, primer segimine bagli olarak ¢ok 6zgul olabilen ve tani zamanini
saatler duzeyine dusurebilen bir yontemdir. PCR’In diger bir avantaji da az miktar klinik
ornekten fungal infeksiyonun baslangicinda tanisi, antifungal ajanlarla yuksek dozda tedavi
esnasinda Olu veya canli mevcut fungusun hizli tanisinin yapilabilmesidir (17).

PCR Uriinlerinin Saptanmasi ve Analizi

PCR Uranlerinin saptanmasi veya gosterilmesi i¢in kullanilan yontem hem hassasiyet hem
de 6zgulligu artirabilir. En basit yontem etidium bromid ile isaretli PCR UrUlnlerinin agaroz
jelde elektroforez ile ayirimidir. Bu yontem c¢ogaltilmig Urin basina ortalama 20 ng
saptama limitine sahiptir, ayrica PCR Urunlerinin boyutu hakkinda marker kullanimi ile bilgi
edinilebilmektedir. Bu ydontemin yaninda PCR UrUnlerinin saptanmasi igin bir gok yontem
bildirilmigtir. Bunlardan birincisi radyoizotop veya radyoizotop olmayan markerler ile isaretli
spesifik problar ile PCR drunlerinin amplifikasyonuna dayanan Southern Blot Hibridizasyon
teknigi olup PCR spesifiklik calismalarini kolaylastirmistir. Bu analiz protokoll etidium
bromid analiz yontemine gbre daha ylksek hassasiyete sahip olmasina ragmen ekstra
blotlama ve hibridizasyon basamaklarina ihtiya¢ hissetmektedir. ikinci bir yéntem:
digoksigenin (DIG)-PCR ELISA ticari olarak hazir olan mikrotitrasyon plateleri ile PCR
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drtnlerinin analizini kolaylastirmaktadir. Bu metot, streptovidin ile kapli ELISA pleytlerinin
yuzeyine immobilize olmus DIG ile isaretlenmis problar ile Uranlerin hibridizasyonuna
dayanmaktadir. Hibridizasyon anti DIG peroksidaz konjugant ve kolorimetrik substrat ile
saptanir. ELISA sistemi klasik elektroforez yontemine gore 10-100 kez hassastir (4,12,13)

Van Deventer ve ark. 1995 yilinda ¢oklu kopyasi olan kuguk alt birim rRNA bdlgesini hedef
alan primer cifti kullanarak yaptiklari PCR ile 180 b¢’lik bir bant elde etmislerdir. C.
albicans spesifik problarile Southern blot analizleri yapildiginda 100 ul kanda 10-15 C.
albicans hucresi ayirt edilebilmistir. PCR ve kan kalturt karsilastinldiginda, PCR kullanimi
ile pozitif 6rnek sayisinda kan kultirine nazaran buyuk bir artis goruimustir (PCR %89-
100, kultir %44-100). Bu yontem ile C. albicans arastiriimig olmasina ragmen
arastirmacilar, degisik problar kullanarak bu yontemin diger turlerin saptanmasinda da
kullanilabilecegini belirtmiglerdir (21).

Patojenik Candida turleri arasinda korunmus aktin geni, Virginia L. Kan tarafindan 1993
yihinda hedef olarak kullaniimigtir. Aktin geninin 158 bg¢ (baz cifti)'ni ¢ogaltan PCR
tanimlanmigtir. Bu 158’lik fragment 2p_isaretli oligonukleotid prob kullanarak analiz
edilmistir. En dusuk 25 fg saf C. albicans DNA’sinI ayit edebilmistir. Ayrica kan kulturleri
Candida turleri icin pozitif bulunmus olan 14 hastadan alinmis serum 6rneklerinden 11
tanesi (%79) PCR ile pozitif bulunmustur (22).

Loeffler ve ark. 2000 yilinda fungal 18S rRNA genlerinin hayli korunmus bdlgelerine
baglanabilen primerler kullanarak PCR gelistirmiglerdir. Arastiricilar nadir rastlanilan
Candida tuarlerinin tanisi Uzerine cahsmislardir. PCR Urdnlerinin dizi analizleri C.
humicola, C. keyfr, C. solani, C. inconspicua, C. utilis, C. norvegensis ve Malassezia
furfurun 18S rRNA gen bdlgesi igin spesifik problar dizayn etmiglerdir. Genel Candida
probu 15 maya turinin DNA’sini ayirdedebilmigtir. Aspergillus niger, A. fumigatus,
Fusarium spp., Cytomegalovirus ve insan fibroblast DNA’sinda slot blot sinyal elde
edilmemistir. 10°-10° kob/mL seyreltiimis Candida hiicreleri denenmis ve hassasiyet en
azindan 10" kob/mL (100 fg fungal DNA ) olarak bulunmustur. Funguslara 6zgi genel bir
primer ¢ifti ve spesifik problar kullanarak genis oranda fungus tanimlanmasi mimkin
olmustur (23).

Elie ve ark. 1998 yilinda yaptiklari diger bir ¢calismada genel fungal primerleri ve tire
spesifik problari kullanarak 5 Candida turinin rRNA geninin ITS2 bdlgesini analiz eden
PCR-Enzim Immuno Assay’i (PCR-EIA) gelistirmislerdir. Ayrica C. guillermondi, C. keyfr,
C .lambica, C. lusitaniae, C. pelliculosa, C .rugosa ve C. zeylanoides igin ve APl 20C
kitleri ile tanimlanamayan C. haemulonii, C. norvegica, C. norvegensis, C. utilis, C.
viswanathii ve yeni tarif edilen C. dubliniensis turleri icinde problar dizayn etmislerdir. Bu
sayede 7 saat gibi kisa bir sirede PCR-EIA ile tir dizeyinde tani yapilabilmistir.
Konvensiyonel yontemler ile birbirinden ayirt edilemeyen C. albicans ve C. dubliniensis’ de
ayirdedilebilmistir (24).

Wahyuningsih ve ark., 2000 yilinda yaptiklari bir caligmada invaziv kandidiasis tanisi igin
serum oOrneklerinde C. albicans’in hizli ve basit analizini PCR ile yapmiglardir. Bu PCR
denemesinde funguslarin ITS geni icin spesifik primerler kullanmiglardir. Bu PCR
arunlerinin  DNA enzim immunoassayinde (DEIA) kullanilan biotin ile isaretlenmig
hibridizasyon problari 6zellikle C. albicans DNA’si ile hibridize olmustur. Daha sonra bu
PCR assayinin serumdaki hassasiyetini belirlemek igin C. albicans hiicrelerinin 10°-10°
arasinda dilisyonlari ve C. albicans genomik DNA’sinin 40 ng-4 fg’a kadar dilisyonlari
hazirlanarak saglikl bireyden elde edilen serumlara eklenmistir. Serumdan DNA ekstrakte
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ediltikten sonra PCR yapilmistir. PCR’da ¢ogaltmadan sonra 10 C. albicans genomu (400
fg saf genomik DNA’s1) elektroforezde saptanmistir. PCR Urunleri DEIA’de biotinlenmis C.
albicans probu ile hibridize edildiginde 1 C. albicans genomu (40 fg C. albicans genomik
DNA's1) ayirt edilebilmigtir. Saglikh bireylerden, mukokutan6z infeksiyonu olan hastalar ve
sistemik kandidiasis gelisme ihtimali olan hastalardan alinan kan &rneklerinden C.
albicans tanisi igin analiz yapiimistir. Bu denemede 16 kultir negatif kontrol hastasinin ve
sistemik olmayan kandidial enfeksiyonu olan 11 hastada C. albicans saptanamamistir.
Kan kudltar sonuglari risk altindaki hastalarda negatif cikarken, sistemik kandidiasis
hastalarinda kan kultira sonuglari pozitif ¢ikmistir. Fakat PCR-DEIA ile risk altinda olan 9
hastadan 3’Unde ve tum sistemik infeksiyona sahip hastalardan pozitif sonug¢ alinmigtir. Bu
PCR teknigi kan kiltirinden daha hassas bulunmustur (25).

Sonug

Biyoteknolojide ve saglik alaninda giderek dnemi daha da anlasilan funguslarin oncelikle
tir dizeyinde tanisinin en kisa yontem olan PCR ile hizli bir sekilde yapilabilmesinin
getirdigi yararlarin yanisira; gelecekte halen cevaplanamamis sistematik sorular ve
biyogesitlilik alanlarinda da onemli asamalar kaydedilecedi aciktir. Bu derleme
¢alismamizda PCR’in 6nemi vurgulanarak genel yontemler acik bir sekilde anlatiimaya
calisiimistir.
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