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– Artan cerrahi girişimler

– Doku ve organ transplantasyonları

– Kanser tedavilerindeki bağışıklık sistemini baskılayıcı girişimler

• Yatan hasta popülasyonundaki değişikliklerle birlikte,

hastanede kazanılan ekzojen veya endojen kaynaklı mantar enfeksiyonlarının

görülme sıklığı son yıllarda giderek artmaktadır.

– Artan cerrahi girişimler

– Doku ve organ transplantasyonları

– Kanser tedavilerindeki bağışıklık sistemini baskılayıcı girişimler



• İnfeksiyonun endojen mi yoksa eksojen kaynaklı mı ? olduğunun belirlenmesi

• Salgınların kaynağının belirlenmesi

• Yayılma yollarının belirlenmesi ve korunma

• Rölaps mı yoksa reinfeksiyon mu ? olduğunun belirlenmesi

• Hastane ortamındaki mikroorganizma klonlarının ortaya konması

Fungal genotiplendirme niçin gerekli ?



• Mantarların genotiplendirmesinde kullanılacak tek bir

“altın standart” yöntem yok.

• Çalışılacak mikroorganizmaya göre yöntem seçilmeli. Kullanılan yöntemlerin

avantajları ve dezavantajları söz konusudur.

• Seçilecek yönteminin başarısı tekrarlanabilirliğine ve ayrım gücünün yüksek

olmasına bağlıdır.

Fungal genotiplendirme



• İlk tiplendirme çalışmalarında fenotipik yöntemler kullanılmıştır.

− Serotiplendirme

− Morfotiplendirme

− Rezistotiplendirme

− Biyotiplendirme

− Öldürücü maya tiplendirmesi

− Hücresel proteinlerin analizi
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• Fenotipik yöntemlerin ayrım güçleri çoğunlukla yetersizdir.

• Fenotipik değişim söz konusu;

C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, Cryptococcus neoformans

Bu da hatalı değerlendirmelere neden olabilir.

Fungal genotiplendirme

Örneğin; C. albicans WO-1 kökeninde beyaz-opak koloni dönüşümü 10-3 kadar
sıklıkla geri dönüşümlüdür.



• Moleküler genotiplendirme yöntemlerinin uygulama alanına sokulması ile

fenotipik yöntemlerin yetersiz ayrım gücünden kaynaklanan dezavantajları önemli

ölçüde ortadan kaldırılmıştır.

Fungal genotiplendirme



Fungal genotiplendirme

• Genotiplendirilmeye başlarken hatırlanması gerekenler;

− Mantarların ökaryotik olması genotiplendirilmelerinde çeşitli sorunlar

oluşturmaktadır.

Bu sorunların başında;

− hem seksüel hem de aseksüel üreyebilmeleri

− ökaryotlarda görülen doğal rekombinasyon

− bazı fungal patojenlerin diploid yapı göstermeleri

− bazılarının dimorfik yapıda olabilmeleri gelmektedir.
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Fungal genotiplendirme

• Genotiplendirilmeye başlarken hatırlanması gerekenler;

− Çoğu mantar türleri seksüel üreme gösterirler ve haploid (N) yapıdadırlar.

− Örneğin;

− Histoplasma capsulatum’un eşeyli formu olan Ajellomyces capsulatum

haploid (N) yapıdadır.

− Seksüel üreyen mantar türleri kendi kendileri ile eşleşebilecekleri gibi bir

eşeye de ihtiyaç duyabilir yada her iki şekilde de üreme gösterebilirler
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Fungal genotiplendirme

• Genotiplendirilmeye başlarken hatırlanması gerekenler;

− Bununla birlikte mantarların yaklaşık %25’i aseksüel üreme gösterirler.

− Tıbbi önemleri gittikçe artan;

C. albicans,  Aspergillus fumigatus, Trichopyton rubrum aseksüel üreme

gösterirler.

− Bazidomiçet sınıfından olan C. albicans diploid (2n) yapıdayken bu sınıftaki

çoğu tür dikaryotik yapıdadır (N+N).

− Yine bazidomiçetlerden Crytococcus neoformans, Malessezia spp.,

Trichosporon spp. gibi diğer türler konakta dikaryotik yapı gösterebilirler.
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Fungal genotiplendirme

• Genotiplendirilmeye başlarken hatırlanması gerekenler;

− Mantarlarda genetik çeşitlilik;

− mayoz sırasında “reassorment” veya “crossing over”

− mayoz dışı rekombinasyon veya paraseksüalite

− aseksüel olarak sporlar ile üreme



• Aseksüel üreme gösteren mantarlar genotiplendirilirken,

− çoğalma klonal olacaktır

− bu yüzden değişkenliği fazla olan tek bir lokusun kullanılması yeterli

epidemiyolojik bilgiyi sağlayabilir.

• Seksüel üreme gösterenlerde;

− genomun her bölgesi farklı evrimsel değişimi yansıtabilir

− bu durumda tek bir değişken lokus genetik bireylerdeki farklılığı

göstermez, çok sayıda lokusun birlikte değerlendirilmesi gereklidir.
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Fungal genotiplendirme

• Genotiplendirilmeye başlarken hatırlanması gerekenler;

• Bu sebeplerle mantarlarla ilgili moleküler epidemiyolojik çalışmalara

başlamadan önce incelenecek olan organizmanın, üreme ve genomik

özelliklerinin bilinmesi gereklidir.



Fungal genotiplendirme

• Mantarların moleküler tiplendirilmelerinde seçilecek genom bölgesi

− Seçilecek genom bölgesi orta derecede mutasyona açık olmalıdır

− Genom üzerinde seçilen bölgenin evrimsel baskı altında olması, yanlış yorumlara

yol açabilir.

− Seçilen bölgede çeşitliliği oluşturan mutasyonların geri dönüşümlü olmaması

gerekir.
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Fungal genotiplendirme

• Kullanılan genotiplendirme yöntemleri

− Pulsed field gel electrophoresis (PFGE)

− Electrophoretic karyotyping (EK)

− Arbitrarily  Primed PCR (AP-PCR)

− Amplified fragment lenght polymorphism (AFLP)

− Multilocus sequence typing (MLST)

− Restriction fragment lenght polymorphisim (RFLP)

− Repetitive-sequence-based PCR (rep-PCR)

− Variable number of short tandem repeat (VNTR)
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Fungal genotiplendirme

• Hangi yöntem ?

• çalışılacak mikroorganizmanın türü

• yöntemin ayrım gücü

• tekrarlanabilirliliği

• kullanım kolaylığı

• kurulum maliyeti

• testin süresi

• yorumlama kolaylığı
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Fungal genotiplendirme

• Electrophoretic karyotyping

− “Pulsed Field Gel Electrophoresis”

− Fungal epidemiyoloji için ideal olarak kabul edilmiştir.
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• Electrophoretic karyotyping

• Kromozamal yeniden düzenlenmeler



delesyon

• Electrophoretic karyotyping

• Kromozamal yeniden düzenlenmeler

Fungal genotiplendirme

kırılma



Homolog olmayan kromozonlar arasında normal
olmayan rekobinasyonlar sonucu tranlokasyonlar
meydana gelir.

• Electrophoretic karyotyping

• Kromozamal yeniden düzenlenmeler

Fungal genotiplendirme

Homolog olmayan krmozomlar arasındaki
polimorfizmler.

Kardeş kromotitlerin homolog olmayan
lokuslarındaki kopmalar.



• Electrophoretic karyotyping

− Homoplasi görülme sıklığı fazladır.

− İki izolat aynı bant profilini gösterse bile örnekler aynı olmayabilir.

− Pahalı ekipman gerektirir

− Uzun zaman alır.

Fungal genotiplendirme

36 saat, 90-360 saniye, 3.5 V/cm2, 12 °C

Tek bir bant farkı
önmeli



Fungal genotiplendirme

• Electrophoretic karyotyping

− Yapılan bir çalışmada bu yöntemin Malassezia spp. türleri için yeterli

çeşitliliği sağlayamadığı bildirilmişitir.



Fungal genotiplendirme

• Electrophoretic karyotyping



• Arbitrarily  Primed PCR (AP-PCR)

− Mantarların genotiplendirmesinde  sık başvurulan yöntemlerden biridir.

− Bir veya daha fazla primerle rastgele çoğaltılır ve ortaya çıkan patern

farklılıkları değerlendirilir.

− Kullanılan primerler genellikle 9-10 bazlık kısa primerler olup G-C’ce

zengindir.

Fungal genotiplendirme



• Arbitrarily  Primed PCR (AP-PCR)

− Kullanılan primerler tiplendirilecek mikroorganizmanın genom bilgisine gerek

olmadan rastgele seçilebileceği gibi, genom üzerindeki belli bölgelere yönelik

bilinçli olarak da seçilebilir.

− rDNA yer alan ITS bölgeleri bu amaçla seçilebilir.
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• Arbitrarily Primed PCR (AP-PCR)

− Mantarların tiplendirilmesinde AP-PCR yöntemi;

− kolay uygulanabilir olması

− kısa sürede sonuç vermesi

− nispeten daha ucuz olması

gibi özellikleri nedeniyle diğer yöntemlere göre daha avantajlıdır.

Fungal genotiplendirme



• Arbitrarily Primed PCR (AP-PCR)

− Özellikle RFLP ile değişiklik göstermeyen izolatlar arasındaki varyasyonları bile

tespit edebildiği bildirilmiştir.

− Örneğin;

C. lusitaniae ve A. fumigatus için uygulanan çeşitli DNA temelli tiplendirme

metotlarının karşılaştırılmasında, AP-PCR ile RFLP’nin kaçırdığı varyasyonları

tespit etmiştir.
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C. albicans
M13 primer AP-PCR



• Arbitrarily  Primed PCR (AP-PCR)

− AP-PCR ile tiplendirmede yöntemin ayrım gücü, kullanılan primerlere göre

değişmektedir.

− OBU1-OBU-2-OBU3 - RSD11-RSD-12

− ERIC1-ERIC2 - OPBO1-OPBO20-OPG10

− PC1-PC2 - M13

Fungal genotiplendirme



• Arbitrarily  Primed PCR (AP-PCR)

− Tekrarlanabilirliği aynı laboratuvarda bile düşük

− Başlangıç DNA konsantrasyonları önemli.

− PCR reaksiyonunu etkileyecek birçok faktörden etkilenebilir.

Fungal genotiplendirme



• Arbitrarily  Primed PCR (AP-PCR)

Fungal genotiplendirme
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• Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

• RFLP tekniği mantarlarda sıklıkla kullanılır.

• En sık kullanılan restriksiyon endonükleazlar; EcoRI, HinfI, SfiI

• İlişkisiz kökenlerin araştırılmasında yeterli ayrımı sağlarken muhtemel ilişkili

kökenlerin analizlerinde başarılı değildir.

Fungal genotiplendirme

Figure 1. Internal transcribed spacer–restriction
fragment length polymorphism (ITS-RFLP) patterns
obtained by double digestion with the enzymes
Sau96I and HhaI (A) and of the PCR fingerprinting
profiles obtained with the microsatellite specific
primer M13 (B) for Scedosporium prolificans:

Figure 1. Internal transcribed spacer–restriction
fragment length polymorphism (ITS-RFLP) patterns
obtained by double digestion with the enzymes
Sau96I and HhaI (A) and of the PCR fingerprinting
profiles obtained with the microsatellite specific
primer M13 (B) for Scedosporium prolificans:

Emerg Infect Dis. 2008 Feb;14(2):282-90.



• Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Fungal genotiplendirme



• Variable number of short tandem repeat (VNTR)

− Kromozom üzerindeki art arda tekrarlanan DNA dizilerinin gösterilmesi

esasına dayanır..

− Tekrarlanan ünitelerdeki insersiyon veya delesyona bağlı olarak; tekrar

bölgesi uzayıp, kısalabilir.

Fungal genotiplendirme

GAGCCACGTTGCGCGGTCACCCGCGCCCGCACTCGTTCACCGGGCAACGCATA
GCGGACGAAAACCACCCGGCCCTCGTGGTGCGCCACGCAGCTACCGCCGTTC
GCGGGCGCTCCGGTGACCAACGTCAGATTCACTGCATCGTCGCCGGCGCGGG
CTGGCGCCGCTCCTCCCCATCGCTTTGCTCTGCATCGTCGCCGGCGCGGGTCA
CTGGCGCCGCTCCTCCCCATCGCTTTGCTCTGCATCGTCGCCGGCGCGGGTCA
CTGGCGCCGCTCCTCCCCATCGCTTTGCTCTGCATCGTCGCCGGCGCGGGTCAA
TCGAAGATGCCCCGTCACGTGTCACCGGGAGCCGCGTGCGGCTGTAACGTCTT
GATCCGCTCCGACGACGTCAGTTGCCAAGGCACCGAAGTCACCATCAC

GAGCCACGTTGCGCGGTCACCCGCGCCCGCACTCGTTCACCGGGCAACGCATA
GCGGACGAAAACCACCCGGCCCTCGTGGTGCGCCACGCAGCTACCGCCGTTC
GCGGGCGCTCCGGTGACCAACGTCAGATTCACTGCATCGTCGCCGGCGCGGG
CTGGCGCCGCTCCTCCCCATCGCTTTGCTCTGCATCGTCGCCGGCGCGGGTCA
CTGGCGCCGCTCCTCCCCATCGCTTTGCTCTGCATCGTCGCCGGCGCGGGTCA
CTGGCGCCGCTCCTCCCCATCGCTTTGCTCTGCATCGTCGCCGGCGCGGGTCAA
TCGAAGATGCCCCGTCACGTGTCACCGGGAGCCGCGTGCGGCTGTAACGTCTT
GATCCGCTCCGACGACGTCAGTTGCCAAGGCACCGAAGTCACCATCAC

1. kopya

2. kopya

3. kopya



• Variable number of short tandem repeat (VNTR)

− Yöntem basit olarak, tekrarlanan dizilimlerin amplifikasyonu ve oluşan PZR

ürünlerinin uzunluk analizi aşamalarından oluşmaktadır.

Fungal genotiplendirme



• Variable number of short tandem repeat (VNTR)

• satellit (megabaz)

• minisatellit (6-100 bp)

• mikrosatellit (1-5 bp)
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• Variable number of short tandem repeat (VNTR)
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• Variable number of short tandem repeat (VNTR)
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• Multi-locus sequence typing (MLST)

− 1998 yılında Maiden ve ark. tarafından geliştirildi

− Metabolik fonksiyonlardan sorumlu korunmuş gen (housekeeping) dizilerinin

karşılaştırılması esasına dayanır.

Fungal genotiplendirme



• Multi-locus sequence typing (MLST)

− MLST ile housekeeping  genlerin yaklaşık 500 bp parçalarının dizi analizi yapılmakta ve

elde edilen her bir alele bir kod verilerek,  dizi tipi (sequence type, ST)

belirlenmektedir.

− En önemli avantajı matematiksel olarak elde edilen kodların internet ortamında,

dünyanın herhangi bir bölgesinden elde edilen diğer kökenlerle karşılaştırılabilmesidir.

Fungal genotiplendirme

http://westnilevirus.okstate.edu/research/2006rr/017.htm



• Multi-locus sequence typing (MLST)

− Çoğunlukla bakterileringenotiplendirilmesinde kullanılan bu yöntem özellikle;

C. albicans , Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Cryptococcus

neoformans gibi fungal patojenler için de başarıyla kullanılmaktadır.

Fungal genotiplendirme



• Multi-locus sequence typing (MLST)

Fungal genotiplendirme

J Clin Microbiol. 2007 May; 45(5): 1469–1477.



• Multi-locus sequence typing (MLST)
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• Ribosomal DNA ITS ve IGS bölgelerinin sekans analizi

• Fungal rRNA genleri; 18S (small-subunit), 5.8S ve 26S (large-subunit)

genlerinin kodlandığı sıralı tekrarları içerir.

• Bu dizinin her tekrarı internal transcribed spacer (ITS) ve intergenic spacer

(IGS) bölgelerini barındırır.

Fungal genotiplendirme
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Takashi Sugita ae al. Sequence Analysis of the Ribosomal DNA Intergenic Spacer 1 Regions
of Trichosporon SpeciesJ Clin Microbiol. 2002 May; 40(5): 1826–1830.



• Ribosomal DNA ITS ve IGS bölgelerinin sekans analizi

• 26S üzerinde yer alan D1-D2 , ITS1/2, IGS 1/2 bölgeleri patojenik mantarların

sekans bazlı tanımlamalarında uzun zamandır kullanılmaktadır.

Fungal genotiplendirme

D1/D2

Ganley A R D et al. PNAS 2005;102:11787-11792



• Ribosomal DNA ITS ve IGS bölgelerinin sekans analizi

• Uzunluğu 195-719 bp arasında değişen IGS1 bölgesinin sekans analizi,

epidemiyolojik karşılaştırmalar yapmak için diğer bölgelerden daha

uygundur.

Fungal genotiplendirme

Takashi Sugita ae al. Sequence Analysis of the Ribosomal DNA Intergenic Spacer 1 Regions
of Trichosporon SpeciesJ Clin Microbiol. 2002 May; 40(5): 1826–1830.



• Ribosomal DNA ITS ve IGS bölgelerinin sekans analizi

Fungal genotiplendirme

Med Mycol. 2010 Feb;48(1):141-6.
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