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CANDIDA ALBICANS 25S INTRON GENOTIPLERI iLE ANTIFUNGAL
DUYARLILIKLARI ARASINDAKI iLISKININ ARASTIRILMASI

EVALUATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN CANDIDA ALBICANS
25S INTRON GENOTYPES AND ANTIFUNGAL SUSCEPTIBILITIES

Neriman BALABAN', Zeynep Ceren KARAHAN?, ipek MUMCUOGLU'
Altan CAYIRLI', Semra KUSTIMUR®

OZET: Son yillarda 6zellikle cesitli nedenlerle bagdisiklik sistemi baskilanmis
hastalarin sayisindaki hizli artis nedeniyle Candida albicans’in neden oldugu
enfeksiyonlarin sikliginda artis olmustur. 25S intron genotiplendirmesi ile C.albicans suslari,
aktarilabilir grup-1 intron varligina gére, A, B ve C olmak Uzere U¢ genotipe ayriimaktadir.
Genotip A izolatlarinin artmis flusitozin direnci ile iligkili oldugu bilinmektedir. Bu calismanin
amaci, klinik izolatlardan elde edilen C.albicans suslarinin 25S genotip dagilimlarinin
belirlenmesi ve genotipler ile antifungal duyarliliklari arasinda iliski olup olmadiginin
arastinimasidir. Calismaya cesitli klinik érneklerden izole edilen 70 adet C.albicans susu
alinmistir. Suslarin tanimlanmasi ve antifungal duyarlilik testleri sirasiyla APl ID 32C ve
ATB Fungus 2 (bioMerieux, Fransa) sistemleri kullanilarak yapilmistir. Suslardan DNA
ekstraksiyonunu takiben genotipleme icin literattrde belirtildigi sekilde polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) gerceklestiriimistir. Elde edilen PCR Grlinunin buyukligline gore
genotipler belirlenmistir. Genotipler ile antifungal duyarlilik paternleri arasindaki iliskinin
arastirlmasinda Pearson Khi kare testi ve Fisher’s Exact test kullaniimistir. Degerlendirilen
70 susun 35’i (%50) genotip A, dokuzu (%12.9) genotip B ve 26’sI (%37.1) genotip
C olarak bulunmustur. Nistatin, mikonazol ve ketokonazol duyarlliklarinin genotipler
arasinda istatistiksel olarak anlaml fark goésterdigi tespit edilmistir (p degerleri sirasiyla;
0.032, 0.035 ve 0.035). Bu farklardan genotip B suslar icerisinde orta derecede duyarli
(ve direngli) izolat sayisinin daha fazla olmasi sorumlu gériilmektedir. Ancak, 25S intron
varligina goére antifungal duyarlliklar degerlendirildiginde, intron varlidi ile antifungal
duyarlliklar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iligki tespit edilememis ve genotiplerle
flusitozin, amfoterisin B ve ekonazol duyarliliklar arasinda anlamli fark bulunmamistir
(p degerleri sirasiyla; 0.357, 0.602 ve 0.051). Sonug olarak, C.albicans genotipleri ile
diren¢ gelisme mekanizmalari arasindaki olasi iligkinin altinda yatan mekanizmalarin
aydinlatilabilmesi icin daha genis kapsamli ¢alismalara gereksinim vardir.

Anahtar sézciikler: Candida albicans, 25S intron genotiplemesi, antifungal duyarlilik.
ABSTRACT: Due to the increase in the number of immunosuppressive patients, an

increase in the frequency of Candida albicans infections is recorded during the recent
years. C.albicans strains can be grouped into three genotypes (genotypes A, B and C)
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by 258 intron analysis according to the presence of a transposable group-1 intron.
Genotype A isolates were found to be associated with increased resistance to flucytosine.
The aim of this study was to determine the genotypic distribution of C.albicans isolates
and investigate the relationship between the genotypes and antifungal susceptibility
patterns. Seventy clinical C.albicans isolates were included in the study. The strains
were identified by API ID 32C (bioMerieux, France), and antifungal susceptibilities were
determined by ATB Fungus 2 (bioMerieux, France) system. Following DNA extraction
from the isolates, polymerase chain reaction (PCR) was performed as indicated in the
literature. The genotypes were determined according to the size of the amplified PCR
product. For the statistical analysis of the relationship between the genotypes and
antifungal susceptibility patterns, Pearson’s khi square and Fisher’s exact tests were
performed. Among the 70 strains investigated, 35 (50%) were found as genotype A,
nine (12.9%) were genotype B and 26 (37.1%) were genotype C. Nystatin, miconazole
and ketoconazole susceptibilities were significantly different among the genotypes,
genotype B being more resistant to these agents (p values were 0.032, 0.035 and
0.035, respectively). When the susceptibility of the strains were compared according to
the presence of the transposable intron, no significant difference was observed. There
was also no statistically significant difference between the genotype distribution of the
isolates and flucytosine, amphotericin B and econazole susceptibilities (p values were
0.357, 0.602 and 0.051, respectively). As a result, in order to clarify the resistance
mechanisms of different genotypes of C.albicans isolates, more sophisticated and
large-scale studies should be performed.

Key words: Candida albicans, 25S intron genotypes, antifungal susceptibility.
GiRiS
Son yillarda, AIDS ve kanser gibi bagisiklik sistemini ileri derecede
baskilayan hastaliklarin ve organ nakli uygulamalarinin artmasi ile bu hastalara
uygulanan yogun tedavi programlarinin bagisikligi baskilanmis hastalarin sag
kalma surelerini uzatmasi sonucunda, mantar enfeksiyonu geciren hasta
sayisinda 6nemli élctde artis olmustur. Degerlendirilen érneklerden izole edilen
mantarlarin cesitliliginde belirgin bir artisa ragmen, Candida albicans hala en
O6nde gelen enfeksiyon etkenidir'2. C.albicans’in neden oldugu enfeksiyonlarin

spektrumu basit kozmetik problemlerden, hayati tehdit eden agir sistemik
enfeksiyonlara kadara degisebilmektedirs.

Enfeksiyon etkeninin molekuler tiplendiriimesi (genotipleme) &zellikle
epidemiyolojik calismalar acisindan 6nem tasimaktadir. Enfeksiyon dinamiklerini
inceleme, korunma ve tedavi stratejilerini gelistirmede genotipleme édnemlidirt”.
Yaygin olarak uygulanabilmesi icin, genotiplemede kullanilacak yéntemin, kolay
ve ucuz olmasi, temiz, tartismasiz, dogru, guvenilir ve tekrarlanabilir sonug
vermesi, duyarliik ve ayrnim gucunun yuksek olmasi, standardize edilebilmesi
ve yapilan galismalarla gecerliliginin ispatlanmis olmasi gereklidirs®. Mantarlarin
tiplendirilmesinde tim bu o6zellikleri tasiyan ve altin standart olarak kabul
edilebilecek bir yébntem bulunmamaktadir.

McCullough ve arkadaslarinin® gelistirdigi bir yontem olan 25S intron
genotiplendirmesi, belirtilen bu &zelliklerin pek cogunu tasiyan ve kullanimi
giderek artan bir yéntemdir. Bu yéntem ile genotip ayrimi, 25S rRNA’yi
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kodlayan DNA bélgesinde (rDNA) yer alan 379 baz ¢ift (bg)’lik aktarilabilir bir
grup-1 intronun varligina dayanmaktadir®. Buna gore, genomunda butin rDNA
tekrarlarinda bu intronu tasiyan C.albicans suslari genotip B, bazilarinda tasiyip
bazilarinda tagimayan suslar genotip C ve genomunda bu intronu tagimayanlar
genotip A olarak isimlendirilmislerdir®. Ayni ydntemle tespit edilebilen genotip
D ve E'nin ise C.dubliniensis’e ait genotipler oldugu anlasiimistirs. Yapilan
calismalarda genotip A suslarinin artmis flusitozin ve bunun bir metaboliti olan
5-florourasile karsi direng ile iliskili oldugu ortaya konmustur®®1°.

Bu calismanin amaci, cesitli klinik érneklerden enfeksiyon etkeni olarak
izole edilen C.albicans suslarinin 25S intron genotip dagilimlarinin belirlenmesi
ve genotiplerle antifungal duyarhliklar arasindaki iliskinin arastinimasidir.

GEREC ve YONTEM

C.albicans Suslari: Galismaya Ankara Numune Egitim ve Arastirma
Hastanesi’nin cesitli kliniklerinde Temmuz 2004 - Haziran 2005 tarihleri arasinda
yatarak tedavi géren 38 kadin ve 32 erkek olmak Uzere toplam 70 hastanin
cesitli enfeksiyon bdlgelerinden izole edilen 70 C.albicans susu dahil edildi.
Suslarin 31’i idrar, 13’0 kan, 10’u steril vlcut sivilari (beyin omurilik sivisi,
periton mayi, eklem mayi), 9'u yara, 5’i balgam ve ikisi biyopsi materyalinden
izole edilmisti. Calismaya alinan suslarin tanimlanmasi, cimlenme borusu testi
ve API ID 32C (bioMerieux, Fransa) sistemi ile, antifungal duyarllik testleri ATB
Fungus 2 (bioMerieux, Fransa) sistemleri kullanilarak yapild.

258 Intron Genotiplendirmesi: Suslardan DNA izolasyonu icin tek koloni
pasajl yapildi, pasajdan alinan bir 6ze dolusu C.albicans kolonisi, 200 ul steril
distile su igerisinde suspanse edilerek Uzerleri steril mineral yag ile kapatildi.
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) 6éncesinde koloni sUspansiyonlar 95°C’de
5 dakika tutularak hdcre duvarlar patlatildi ve sUspansiyonun 5 ul’si PCR’da
sablon olarak kullanildi. PCR; 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 kullanilarak daha énce literatirde belirtildigi sekilde
gerceklestirildi®. Toplam hacim 100 ul olacak sekilde, PCR karigimi icerisine
uygun tampon ile birlikte 1U Tag DNA polimeraz (Fermentas, Litvanya), her bir
primerden 1 uM, 1.5 uM MgCl,, 200 uM dNTP (Fermentas, Litvanya) eklendi. PCR
amplifikasyonu, 94°C’de 3 dakika ilk denatlrasyonu takiben 30 déngl olacak
sekilde 95°C’de 1 dakika denaturasyon, 65°C’de 1 dakika primer baglanmasi,
720°C’de 2.5 dakika uzama ve son olarak 72°C’de 5 dakika son uzama olacak
sekilde gerceklestirildi. Elde edilen PCR Uriinleri %3’lUk agaroz jel elektroforezine
tabi tutulduktan sonra etidyum bromur ile boyanarak ultraviyole isik altinda
goérantilendi. Elde edilen PCR Grdninin biydkligine goére, 450 be’lik tek bant
veren suglar genotip A, 840 b¢’lik tek bant veren suslar genotip B, 450 ve 840
b¢’lik iki bant veren suslar ise genotip C olarak tanimlandi (Sekil 1).

Istatistiksel Analiz: Genotipler ile antifungal duyarlilik paternleri arasindaki
iliskinin arastirnimasinda, Pearson Khi kare testi ve hlcrelerdeki beklenen sayi
besin altinda oldugunda Fisher’s Exact Test kullanildi. p degeri 0.05’den kiguk
bulunan analizler, istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.
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BULGULAR

Degerlendirilen 70 C.albicans susunun 35'’i (%50) genotip A, 9'u (%12.9)
genotip B ve 26’s1 (%37.1) genotip C olarak bulunmustur (Sekil 1). Suslarin izole
edildikleri bolgelere gére genotiplerin dagiimi Tablo I'de gériimektedir.

Calisilan suslarin antifungal ajanlara duyarliliklari ve genotip dagilimlari
Tablo II’de, intron varligina gére antifungal duyarlliklarin degerlendirmesi ise
Tablo IlI'de verilmisgtir.

Sekil 1. Etidyum bromur ile boyanarak UV altinda gérintilenmig PCR UrGnleri. Molekler
blyUklik belirteci [¢X174 Haelll kesim (Fermentas, Litvanya)] M ile gdsterilmis ve bantlarin
karsilik geldigi molekul buytklikleri sagda verilmistir. 1. ve 2. siralar genotip A (~450 bg),
3. ve 4. siralar genotip B (~840 bg), 5 ve 6. siralar genotip
C (~450 bg ve ~840 bg) izolatlari gdstermektedir.

Tablo 1. izole Edildikleri Yerlere Gére Suslarin Genotip Dagiimi

Genotip
Ornek (Sayi) A B C
idrar (31) 12 6 13
Kan (13) 6 1 6
Steril vlcut sivilan (10) 9 0 1
Yara (9) 5 1 3
Balgam (5) 3 0 2
Biyopsi (2) 0 1 1
Toplam (70) 35 (%50) 9 (%13) 26 (%37)

Tablo II. Antifungal Ajanlara Duyarlilik ile Genotip
Dagihminin Karsilastiriimasi

Antifungal Duyarlilik* Genotip A Genotip B Genotip C p
<0.25 33 9 26
5-Flusitozin 4 1 0 0 0.357
>128 1 0 0
<1 34 9 26
Amfoterisin B 4 1 0 0 0.602
Nistatin 3 ® 9 % 0.032
S 27 3 19
Mikonazol I+R 840 640 641 0.035
S 26 3 19
Ekonazol I+R 9+0 6+0 6+1 0.051
S 27 3 19
Ketokonazol 1+R 8+0 6+0 6+1 0.035

* Rakamlar MiK (ug/ml) degerlerini gdstermektedir. S: Duyarli, I: Intermediate, R: Direngli.
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Tablo . intron Varligina Gére Antifungal Duyarliliklanin Karsilastinimasi

intron yok intron var
Antifungal Duyarhlik* (Genotip A) (Genotip B ve C) p
<0.25 33 35
5-Flusitozin 4 1 0 0.493
>128 1 0
Amfoterisin B <1 34 % 1,000
4 1 0
o 35 34
Nistatin 1.000
| 0 1
27 22
Mikonazol S 0.192
I+R 8+0 12+1
2 22
Ekonazol S 6 0.303
I+R 9 12+1
S 27 22
Ketok | .
etokonazo I+R 8 1241 0.192

*Rakamlar MiK (ug/ml) degerlerini gdstermektedir. S: Duyarli, |: Intermediate, R: Direnli.

TARTISMA

Daha 6nce yapilan calismalarda, 25S intron analizi ile belirlenen genotip A
suslarinin flusitozin ve bunun metaboliti olan 5-florourasile daha direncli oldugu
gOsterilmistir®. Flusitozin, sentetik florlanmis bir pirimidin olup duyarli mantar
hdcrelerinin icerisine sitozin permeaz enzimi ile alinir ve sitozin deaminaz enzimi
ile aktif metaboliti olan 5-florourasile (5-FU) dénusturalir. 5-FU, RNA’da urasilin
yerini alarak protein sentezini bozar. Flusitozinin bir diger etki mekanizmasi,
timidilat sentetaz enzimini bloke etmesi sonucu DNA sentezinin inhibisyonudur™.
Genotip A C.albicans suslarinda gérilen bu direngten, genotip A’larin grup-1
intron tasimamalarinin sorumlu oldugu ileri striimuas ve baz analoglarinin, bu
intronun arasina girip sekonder yapisini bozarak intronun kendi kendini ayirma
mekanizmasini énledigi sonucuna varilmigtir®. Bu intronun varlidi, C.albicans’ta
flusitozin duyarliigina katkida bulunan bir faktér olarak belirtilmistir. intronu
tasimayan genotip A suslari, ilacin kromozomal DNA, ribozomal RNA ve mRNA
icerisine girerek olusturdugu etkilerin sonucu olarak degisen dlizeylerde duyarlilik
gOstermektedir®. Ancak, genotip A icerisinde duyarl suslarin, genotip B ve genotip
C icerisinde ise direncli suslarin bulunmasi nedeniyle, bu mekanizmanin flusitozin
direncini belirlemede cok fazla énemli olmayabilecegi, heniiz tanimlanmamis
baska mekanizmalarin daha énemli olabilece@i Gzerinde durulmaktadir™.

Bu calismada degerlendirilen 70 susun 35’i (%50) genotip A, dokuzu (%13)
genotip B ve 26’si (%37) genotip C olarak bulunmustur. C.albicans suslarinin
genotip dagilimlar Ulkeler arasinda, hatta ayni Ulke icerisinde yildan yila farklik
gOsterebilmektedir'®2'4. Elde edilen sikliklar, genotip C sikhiginda hafif bir artis
ve B sikliginda azalma haricinde daha énce yayinlanan Tirkiye sonuclan ile
benzerdir'*. Genotip C’'nin genotip A’dan B’ye veya B’den A’ya gecis esnasinda
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ortaya cikan bir ara form olabilecedi gibi, genotip A ile B arasindaki eseyli
Uremenin bir sonucu olarak da ortaya cikabilecegi ileri strtlmektedirs. Genotip
C sikhiginin yeni izolatlarda artiyor olmasi, genotip B’den A’ya gecis veya direng
gelisimi esnasinda genotip C’'nin ortaya cikiyor olabilecegini distindirmektedir.
Calismamizda degerlendirilen suslar icerisinde, istatistiksel olarak anlamli
bulunmasa da, genotip B’lerde flusitozine direncli sus bulunmamasi, genotip
A’lar icerisinde ise direnc tespit edilmesi, bu savi desteklemektedir.

Calismamizda, suslarin antifungal duyarliliklarinin degerlendiriimesinde
ATB Fungus 2 kiti kullaniimigtir. Bu yontem, Klinik ve Laboratuvar Standartlari
Enstitust (CLSI) tarafindan mantar izolatlarinda antifungal duyarhliklarin
belirlenmesi icin 6nerilen standart ydéntem olmamakla birlikte, yapilan ¢alismalar
ATB Fungus 2 testinin, referans yéntem olan sivi dilisyon duyarlilik testleri ile %90
Uzerinde uyumlu sonug verdigini gdstermektedir'®'6, Calismada degerlendirilen
suslarin nistatin, mikonazol ve ketokonazol duyarliliklarinin genotipler arasinda
istatistiksel olarak anlaml kabul edilebilecek bir fark gosterdigi tespit edilmistir
(p degerleri sirasiyla; 0.032, 0.035 ve 0.035). Bu farklardan genotip B suslari
icerisinde orta derecede duyarl (ve direncli) izolat sayisinin daha fazla olmasi
sorumlu gérulmektedir. Ancak, 25S intron varligina gore antifungal duyarhliklar
degerlendirildiginde, intron varlidi ile antifungal duyarliliklar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iligki tespit edilememistir. Bu nedenle, nistatin, mikonazol ve
ketokonazol direnci ile genotipler arasinda tespit edilen iliski, intron varligina
baglanmamistir. Bu iliskiden baska mekanizmalarin sorumlu olma ihtimali daha
yuksek gdrinmektedir. Nistatine direncli tek izolat olmasi nedeniyle kesin bir
yorum yapmak mumkuin degildir. Nistatine direncli bu tek érnek ayni zamanda
mikonazol, ekonazol ve ketokonazole de direncli bulunmustur. Mikonazol ve
ketokonazol direnci tespit edilen érnekler ayni zamanda ekonazole de direncli
bulunmustur. Genotip B suslarinin %66.7’sinin U¢ imidazol turevi antifungale
de direncli oldugu gérilmektedir. imidazol tiirevi antifungaller, duyarli olan
mantarlarda, ergosterol sentezini inhibe ederek membran fonksiyonlarinin
bozulmasina neden olmaktadir. C.albicans genotip B’de daha yuksek bulunan,
ancak intron varlidi ile agiklanamayan bu direncin altinda yatan mekanizmanin
arastinimasi gerekmektedir.

Mevcut sonucglarimiz ve daha &énce yapilan arastirmalar, C.albicans
25S intron genotipleri ile antifungal duyarliik arasinda bir iligki olabilecegini
gOstermektedir. 25S intron varligi direng gelisiminden tek basina sorumlu olmasa
da, C.albicans genotipleri ile diren¢c gelisme mekanizmalar arasinda bir iligki
olmasi ihtimali yUksektir. Bu iligki(ler)in daha kesin bir sekilde ortaya konmasi
ve altta yatan mekanizma(lar)in agikliga kavusturulabilmesi icin daha fazla
sayida susun degerlendirildigi genis kapsamli galigmalara ihtiyag vardir.
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