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invaziv ve invaziv Olmayan Orneklerden izole Edilen Candida
albicans Suslarinin Genotip Dagilimi

Genotype Distribution Of Candida albicans Strains Isolated From Invasive And Noninvasive Samples

Esra Koyuncu', istar Dolapci’, Ceren Karahan', Alper Tekeli', Ozay Arikan Akan?

'Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Amag: Bu calismada, sepsisli hastalarin kanindan izole edilen invaziv C. albicans izolatlari ile, sag-
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P likl ve Human-Immunodeficiency Virus (HIV) ile infekte kisilerin bogazlarindan izole edilen invaziv
Laboratuvarlar
olmayan C. albicans izolatlarinin genotip dagilimlarinin belirlenmesi ve ayni bolgeyi hedef alan iki
ayri primer cifti kullanilarak elde edilen sonuglarin karsilastiriimasi amaclanmistir.

Gereg ve Yontem: Calismaya, kandan izole edilen 42 adet C. albicans susu (invaziv izolatlar) ile HIV
pozitif hastalarin bogaz calkanti sularindan elde edilen 38, saglikli eriskinlerin bogaz calkanti su-
larindan izole edilen 30 adet C. albicans susu (invaziv olmayan izolatlar) dahil edilmistir. C. albicans
identifikasyonu konvansiyonel mikrobiyolojik yontemlerle gerceklestirilmis ve polimeraz zincir re-
aksiyonu (PZR) yontemi ile dogrulanmistir. 25S intron genotiplendirmesi, CaLSU-F ve CaLSU-R ile
CA-INT-L ve CA-INT-R primerleri kullanilarak gerceklestirilmistir.

Bulgular: Kandan izole edilen 42 adet C. albicans susunun 12'si genotip A (%28.5), 17'si genotip
B (%40.5) ve 13'U genotip C (%31) olarak bulunurken, saglikli kontrollerden izole edilen 30 adet
C. albicans susunun 9'unun genotip A (% 30), 12'sinin genotip B (% 40) ve 9'unun genotip C (%30)
dagiliminda oldugu gésterilmistir. HIV pozitif bireylerden elde edilen 38 adet C. albicans susunun
15'i genotip A (%39.5), 7'si genotip B (%18.4) ve 16'si genotip C (%42.1) olarak bulunmustur. Her iki
primer ile de elde edilen sonuglar birbirleriyle uyumlu bulunmustur.

Sonug: invaziv ve non-invaziv érneklerin genotip dagilimlar birbirleriyle karsilastirildiklarinda is-
tatistiksel olarak anlamli bir fark géralmemistir.

Anahtar Kelimeler: Candida albicans, genotiplendirme

Aim: The aim of this study was to genotype C. albicans strains isolated from blood cultures of
sepsis patients (invasive isolates) and from oral rinse samples of healthy adults and HIV-positive
patients (non-invasive isolates) by using two different primer sets targeting the same gene.

Materials and Methods: 42 C. albicans invasive isolates obtained from sepsis patients and 68 oral
non-invasive isolates obtained from oral rinse samples of healthy adults (n=30) and HIV-positive
patients (n=38) were included in this study. C. albicans identification was made by conventional
microbiological tests and confirmed by polymerase chain reaction (PCR). 25S intron genotyping
was performed by using CaLSU-F and CaLSU-R primers and by using CA-INT-L and CA-INT-R pri-
mers.

Results: Twelve of the 42 C. albicans isolates from blood samples were genotype A (28.5%), 17
were genotype B (40.5) and 13 were genotype C (31%). In the noninvasive group, genotype distri-
bution of the HIV-positive patients and healthy controls were as follows: 15 (39.5%) of the 38 oral
isolates obtained from HIV-positive patients were found as genotype A, 7 (18.4) genotype B, and
16 (42.1%) genotype C. Among the 30 oral isolates obtained from healthy adults, 9 (30%) were
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genotype A, 12 (40%) were genotype B, and 9 (30%) were genotype C. The results obtained by

fletisim using both of the primers were in correlation with each other.
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Son yillarda, yeni ve daha etkili te-

davi protokollerinin gelistirilmesi
sonucunda, Ozellikle altta yatan
bagisiklik sistemini baskilayan has-
taliklar: olan hastalarda sag kalim
suresi uzamis, ancak bu hastalarda
gorilen mantar enfeksiyonlarinin
siklig1 ve cesitliliginde belirgin bir
artis ortaya ¢ikmustir ( 1,2).

Izlenen mantar enfeksiyonlari ara-

sinda etken olarak, daha Onceleri
ozel bir 6neme sahip bulunmayan
virtilans1 az mantar tarlerinin sa-
yisinda artis izlenmekle birlikte,
Candida albicans hala en sik izo-
le edilen etkendir (3,4).

. albicans, tim Candida enfeksi-

yonlarinin yaklasik %60-75’inden,
tim sepsislerin %10’undan so-
rumludur. C. albicans sepsisi ge-
lisen hastalarda, hastanede vyatis
suresi belirgin olarak uzamakta ve
mortalite %60’lara kadar cikabil-
mektedir. Bu nedenlerle, etkenin
molekiler yontemlerle tanimlan-
mast; kisa siirede guvenilir sonug-
larin alinmasint saglayarak, hasta-
nin tanisinin neredeyse Ornegin
alindigr giin igerisinde konulmasi-
na imkan vermektedir. Molekiiler
tiplendirme yani genotiplendirme
ise, etkenin epidemiyolojisinin
belirlenmesi ile uygun tedavi ve
korunma protokollerinin gelisti-
rilmesini saglamaktadir ( 5,6,7).

Bu calismada, sepsisli hastalarin ka-

nindan izole edilen invaziv ve sag-
likli ve Human-Immunodeficiency
Virus (HIV) ile infekte olan kisilerin
bogazlarindan izole edilen invaziv
olmayan C. albicans izolatlarinin
genotip dagilimlarinin  belirlen-
mesi ve ayni bolgeyi hedef alan iki
ayrt primer cifti kullanilarak elde
edilen sonuglarin karsilastirilmasi
amaclanmuistir.

Gere¢ ve Yontem

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi

Ibn-i Sina Hastanesi Merkez Bakte-
riyoloji Laboratuvari’na 2001-2004
yillar1 arasinda cesitli kliniklerden
gonderilen kan o6rneklerinden Ba-
ctec 9120 sistemi ile izole edilen
42 adet C. albicans susu “invaziv
izolat” olarak ¢alismaya alinmistir.

Invaziv olmayan izolat olarak toplam

68 adet oral C. albicans susu kul-
landmistir. Bu 68 susun 38’i Ha-
cettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali In-
feksiyon Hastaliklart Unitesi'nde
2002-2004 yillart arasinda takip
edilmekte olan HIV ile enfekte
ancak aktif hastalik belirtileri bu-
lunmayan bireylerin bogaz calkan-
t1 sularindan izole edilmistir. Geri
kalan 30 izolat, sigara kullanma-
yan, yakin donemde antibiyotik
tedavisi almamis ve herhangi bir
oral lezyonu bulunmayan saglikli
eriskinlerin bogaz calkant: sularin-
dan elde edilmistir.

Suslarin identifikasyonu, jerm tip

testi, misir unu tween 80 agarda
klamidospor olusumu, Staib agar
besiyerindeki koloni morfoloji-
leri, Sabouraud Dekstroz Agar
(SDA)’da 45°C’de tireme Ozellik-
leri, CHROMagar Candida besi-
yerindeki (Mast Diagnostics, In-
giltere) gorintmleri incelenerek
konvansiyonel yontemler ve API
20 C AUX (BioMerieux, Fransa)

Gruplarin

identifikasyon sistemi ile gercgek-
lestirilmistir. Tani ayrica, C. albi-
cans icin spesifik olan NL4 (5° AAG
ATC ATT ATG CCA ACA TCC TAG
GTA AA 3’) ve CAL5 (5" TGT TGC
TCT CTC GGG GGC GGC CG 3’)
primerleri kullanilarak, literatiirde
belirtildigi sekilde polimeraz zin-
cir reaksiyonu (PZR) yontemi ile
dogrulanmistir (8). Tim ¢alisma-
larda C. albicans NIH A ve NIH B
suslari, kontrol susu olarak kulla-
nilmustir.

Genotip dagiliminin saptanmasinda

258 rDNAdaki grup I intron bol-
gesini hedefleyen, iki farkli primer
cifti kullanilmistir. Bunlardan CaL-
SU-F (5° GTT AAT CCA TTC ATG
CGC GTC AC 3’) ve CaLSU-R (5’
GAT TTC TGC CCA GTG CTC TG
3’) primerleri ile genotip A 133
bg, genotip B 512 bg ve genotip C
133 ve 512 bg’lik Grtin vermekte-
dir (9). CA-INT-L (5’ATA AGG GAA
GTC GGC AAA ATA GAT CCG TAA
3’) ve CA-INT-R (5’ CCT TGG CTG
TGG TTT CGC TAG ATA GTA GAT
3’) primerleri ise genotip A izolat-
larinda 450 bg, genotip B izolatla-
rinda 840 bg¢ ve genotip C izolat-
larinda 450 ve 840bg¢’lik urtnler
olusturmaktadir (6).

karsilastirilmasinda
Pearson’un khi kare testi kullanil-
mustir. p<0.05 bulunan degerler
istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir.

Tablo 1. Genotip dagilimlari agisindan ¢alisma gruplarinin karsilastinimalari

izolatlar Genotip A
Kan 12 (%28.5)
(invaziv érnekler)

Oral (saglikl kontrol) 9 (%30)

Oral (HIV pozitif
bireyler)

15 (%39.5)

Oral (invaziv olmayan
ornekler)

24 (%35.3)

Genotip B
17 (%40.5)

12 (%40)

7 (%18.4)

19 (%27.9)

Genotip C TOPLAM
13 (%31) 42
9 (%30) 30

16 (%42.1) 38

25 (%36.8) 68
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Bulgular

Her iki primerle uygulanan PZR ile
alinan sonuclarda beklenen uyum
gorulmustir (Sekil 1, 2). Calisi-
lan izolatlarin genotip dagilimlari
tablo-1’de verilmistir. Invaziv 6r-
neklerle invaziv olmayan 6rnekler
karsilastirildiginda; kan izolatlart
arasinda genotip B ve C’nin, oral
izolatlar arasinda ise genotip A ve
C’nin daha sik oldugu izlenmistir.
Ancak gruplarin genotip dagilim-
lar1 arasindaki fark istatistiksel ola-
rak anlamli bulunmamistir. Oral
izolatlar, HIV ile enfekte bireyler ve
saglikli bireyler olarak ayrildigin-
da; gerek birbirleri ile gerekse ayri
ayrt kan izolatlar1 ile karsilastiril-
diklarinda genotip dagilimlarinin
istatistiksel olarak anlamli bir fark
gostermedigi ortaya konulmustur.

4] by
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Sekil 1. CA-INT primerleri ile yapilan genotip-
lendirim; 1. molekdl, 2 ve 3. genotip A, 4ve 5
genotip B, 6 ve 7

[~ by

Sekil 2. CaL.SU primerleri ile yapilan genotip-
lendirim; 1. molekdl, 2 ve 3. genotip A, 4 ve 5
genotip B, 6 ve 7 genotip C’ye ait 6rnekler

Tartisma

C. albicans genotiplendirmesi ama-

cyla ilk olarak 1987 yilinda Scherer
ve ark. (10), restriction length frag-
ment polymorphism (RFLP) yonte-
mini kullanarak, EcoRI enzimi ile C.
albicans genomunu kesmislerdir.
Bu ¢alismada 100’tGn Gizerinde bant
elde edilmekle beraber, butiin sus-
larda ortak olarak bulunan dimorfik
bandin buytkligiine gore izolatlar
iki buytiik gruba ayrilmis ve 3.7 kb
bant tastyanlar, genotip A; 4.2 kb
bant tasityanlar, genotip B olarak
siniflandirilmistir. Daha sonra ya-
pilan hibridizasyon c¢alismalari, bu
bantlarin rDNA bolgeleri oldugunu
ortaya ¢ikartmistir. Genotip B’deki
4.2 kb’lik banttan, bu izolatlarin
25S rDNA geninde tasidiklar1 379
bc buyuklagindeki aktarilabilir
grup-1 intron bolgesinin sorumlu
oldugu saptanmistir. Genotip Ada
yer alan izolatlarin bu insersiyon
bolgesini tasimadiklart ve artmis
flusitozin direncine sahip olduklari
ortaya konulmustur (6, 11, 12).

Ayni yontemle yapilan sonraki calis-

malarda, her iki bandi da tasiyan
genotip C izolatlari ve bu bantlari
bulundurmayan genotip D ve E izo-
latlart tespit edilmistir (13, 14). An-
cak daha sonra yapilan arastirmalar,
genotip D ve E izolatlarinin aslinda
C. dubliniensis’e ait olduklarint or-
taya koymustur (3, 6).

McCullough ve ark (6), sadece grup

1 intron bolgesini cevreleyen pri-
merler (CA-INT-L ve CA-INT-R pri-
merleri) kullanarak, RFLP yOntemi
ile tespit edilen C. albicans geno-
tiplerini belirlemeyi basarmuslardir.
Buna gore, aktarilabilir grup-1 in-
tron tasimayan genotip A izolatlart
450 b¢’lik tirtin; bu intronu tastyan
genotip B izolatlar1 840 b¢’lik tirtin
ve genomunda bazi rDNA kopyala-
rinda bu intronu tastyip, bazilarin-
da tasimayan genotip C izolatlart
ise 450 ve 840 bg buyuklugiinde
urlnler vermistir.

Calismamizda,

Sugita ve ark. (9) 2002 yiinda aym

bolgeye yonelik farkli bir primer
cifti tasarlamislar ve bu primerleri
kullanarak gerceklestirdikleri PZR
sonucunda genotip A izolatlarim
133 bg, genotip B izolatlarini 512
b¢ ve genotip C izolatlarini da 133
ve 512 b¢’lik Griin veren izolatlar
olarak tanimlamislardir.

suslarin  genotip-
lendirmesi, patojenik mantarlar
icerisinde sadece C. albicans ve
C. dubliniensis’de bulunan “25 S
rDNA icindeki aktarilabilir grup I
intron bolgesine” spesifik bu iki
farkli primer cifti kullanilarak PZR
yontemi ile gerceklestirilmistir. Bu
genotipleme yonteminde siklikla
kullanilan primer cifti, McCullou-
gh ve arkadaslarinin (6) belirledigi
CA-INT-L ve CA-INT-R primerleri-
dir. Bununla birlikte, 17 b¢ daha
kisa olan CaLSU-F ve CaLSU-R pri-
merleri ile aynt dogrulukta sonug-
larin alinmast nedeniyle, primer
temininde disartya bagimli olan ul-
kemiz laboratuvarlarinda bu yon-
temle genotipleme yapilmasinda
CaLSU primerlerinin kullanilmast,
maliyeti az da olsa dusurecegin-
den tercih edilebilir.

Bir molekiiler tiplendirme yontemi-

nin rutin laboratuvar calismala-
rina uygulanabilmesi icin; kolay,
guvenilir, ucuz ve ayirim giiciniin
yuksek olmasi gerekir. Bu ¢alisma-
da kullanilan 25 S intron analizi,
bu o6zellikleri karsilayan ve kulla-
nimu gittikce yayginlasan bir yon-
temdir. 25 S intron genotiplerinin
antifungal ajanlara duyarlilik veya
invazivlik ile iliskisi Uzerine de
arastirmalar devam etmektedir.
Yapilan cesitli calismalar birbiri
ile celiskili sonuglar vermektedir
(3, 6, 15, 16). Calismamizda elde
edilen bulgular daha 6nce yapilan
benzer calismalarla karsilastirildi-
ginda; gerek tlkemiz gerek yurt
disinda yapilan farkli calismalarda
farkli sonuglar alindig1 gozlenmis-
tir. Millar ve ark. (15) 25 S intron
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genotipleri ile invazivlik arasinda-
ki iliski bulamamislar ve bu loku-
sun invazivligi belirlemede uygun
olmadigr sonucuna varmislardir.
Karahan ve ark. (16) tarafindan
yapilan bir baska calismada ise,
invaziv izolatlar arasinda genotip
A anlamli oranda yuksek bulun-
mustur. Bizim calismamizda da
gruplarimiz arasinda genotip da-
gilimlar1 agisindan istatistiksel ola-
rak bir fark bulunamamis olmasi,
genotiplerin invazivlik ile iliskili
olmadigin1  distndiarmektedir.
Bununla birlikte, Karahan ve ark.
(16) nin calismasinda kullanilan
noninvaziv 6rneklerin sadece oral
izolatlar olmay1p, idrar, yara, vajen
izolatlarin1 da icermesi nedeniyle
farkli anatomik lokalizasyonlardan
izole edilen suslarin genotip dagi-
limlarinin bu farki anlamli hale ge-
tirmis olmast muhtemeldir. Farkli
bolgelerden veya yillar icerisinde
ayn1 bolgeden elde edilen susla-
rin genotip dagilimlarinda farklilik
olabilecegi bildirilmistir (3, 6, 15,
16). Bu nedenle, calismamizda
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