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OZET

Candida krusei, flukonazole dogal direncli bir mayadir ve 6zellikle hematolojik malignansili hastalar-
da 6nemli bir hastane kaynakli kandidoz etkenidir. C.krusei enfeksiyonlarinin giderek artan 6nemine kar-
sin bu mikroorganizmanin genetik farkliliklari ve molekiiler epidemiyolojisi ile ilgili bilinenler sinirlidir. Do-
layisiyla, C.krusei izolatlarinin birbirinden ayirimi, bu mikroorganizmanin epidemiyolojisinin, bulas yolla-
rinin ve patogenezinin aydinlatiimasi icin blyiik 6nem tasimaktadir. Bu calisma, klinik 6rneklerden izole
edilen 56 C.krusei izolatinin, Arnol1 ve Arno2 primerlerinin kullanildigi polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
ve Hinfl enziminin kullanildigi genomik DNA restriksiyon enzim analizi (restriction endonuclease analysis
of genomic DNA; REAG) yontemleriyle molekiiler diizeyde tiplendirilmesi ve C.krusei enfeksiyonlarinin
molekiiler epidemiyolojisinin aydinlatilmasi amaciyla planlanmistir. REAG yontemiyle 10 farkl genotip (A-
J) saptanmustir. Elde edilen bant sayisi 12 ile 15 arasinda degisirken, bant buyuklikleri 2 ile 6.2 kb arasin-
da ol¢tlmustir. Hastalarin %71.4'G (¢ ana patern (D, F, H) altinda toplanmistir. PCR analizi sonucunda
buyklukleri yaklasik 1-2 kb olan farkl PCR (riinleri elde edilmis ve 13 farkli DNA paterni (a-m) saptan-
mistir. Hastalarin %58.9'u dort ana patern (d, f, h, k) altinda toplanmustir. Elli alti izolatin 43’linde hem
REAG hem de PCR ile elde edilen genotipler ayni bulunmustur. izole edilen suslarin ¢ogunun bant pa-
ternlerinin benzer cikmasi ve belli bash paternler altinda toplanmis olmasi, calisma kapsamindaki C.kru-
sei izolatlarinin etken oldugu enfeksiyonlarin ekzojen kaynakl olabilecegini dustindirmustir. Tiplendir-
mede kullanilan her iki yontem de C.krusei izolatlarinin genotiplendiriimesinde basarili bulunmakla birlik-
te PCR yontemi, uygulanmasinin basit olmasi ve hizli sonug vermesi nedeniyle tercih edilebilir. Sonug ola-
rak, yontemlerin glvenilirliginin ve ayinm gliciiniin aydinlatilabilmesi icin farkli molekdiler yontemlerle
karsilastirmali ve kapsamli calismalara gereksinim vardir.

Anahtar sézciikler: Candida krusei, genotiplendirme, restriksiyon enzim analizi, polimeraz zincir reaksiyonu.
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ABSTRACT

Candida krusei is inherently resistant to fluconazole and is an important pathogen responsible for no-
socomial candidiasis especially in patients with hematological malignancy. Despite the growing clinical
importance of C.krusei infections, little is known of its genetic diversity and molecular epidemiology. The-
refore, differentiating between C.krusei isolates is of importance for a better understanding of the epide-
miology, mode of transmission and pathogenesis of the organism. We investigated the use of two diffe-
rent methods (restriction endonuclease analysis of genomic DNA (REAG) with Hinfl and polymerase cha-
in reaction by using Arno1 and Arno2 primers) for molecular typing of 56 C.krusei isolates from 56 pa-
tients. Ten different types (A-]) were determined by REAG. Depending on the patterns of isolates, the
number of the bands varied from 12 to 15 and the size of the fragments varied from 2.0 kb to 6.2 kb.
Of the isolates 71.4% were gathered under three major patterns (D, F, H). In the second method, PCR
amplified different sizes of fragments varied approximately from 1 kb to 2 kb, which yielded 13 types
(a-m) from 56 patients. Four major patterns (d, f, h, k) were observed for 58.9% of the isolates. The ge-
notypes detected by REAG and PCR methods were found to be same in 43 isolates out of 56. As the ban-
ding patterns of the isolates were found to be similar in this study, it was thought that an exogenous ori-
gin could be the source of infections caused by C.krusei isolates. Both REA of genomic DNA and PCR
analysis seem to be useful for the typing of C.krusei, however PCR assay can be preferred as it is a simp-
le and rapid method. As a result, further studies are required for the validation of reproducibility and
discriminatory power of these methods.

Key words: Candida krusei, genotyping, restriction enzyme analysis, polymerase chain reaction.

GiRis

Son yillarda Candida krusei'ye bagh meydana gelen enfeksiyonlar, 6zellikle bagisik-
lik sistemi baskilanmis hastalar basta olmak lizere, hastanede yatan hastalarda gide-
rek artan siklikta gériilmeye baslamistir'4. Bu mikroorganizma, 6zellikle nétropenik
hastalarda ytksek morbidite ve mortalite ile seyreden enfeksiyonlara yol agmaktadir.
C.krusei'nin flukonazole dogal direngli bir tiir olmasi ve C.krusei enfeksiyonlarinda
amfoterisin B'nin de baz olgularda yetersiz kalabilmesi gibi nedenlerden dolayi, bu
enfeksiyonlarin tedavisi ile ilgili dnemli sorunlar ortaya ¢ikmaktadir>'%. C.krusei ile
olusan kolonizasyon ve enfeksiyon insidansindaki bu artis, nétropenik hastalara uy-
gulanan uzun sireli flukonazol profilaksisi ya da tedavisi ile yakindan iliskilidir. insi-
danstaki bu artisa ragmen, C.krusei enfeksiyonlarinin patogenezi, epidemiyolojisi ve
hastadan hastaya gecis yollari hakkinda bilinenler oldukca sinirhdir''*'#, Bu konularin
aydinlatilmasinda C.krusei izolatlarinin molekiler diizeyde ayirt edilmesi ve aralarin-
daki epidemiyolojik iliskinin gosterilmesi olduk¢ca dnemlidir. Giinimuzde, genotip ta-
nimlamasina dayali bircok yéntem kullanilmakla birlikte'>-'?, polimeraz zincir reaksi-
yonu (PCR) ve genomik DNA'nin Hinfl enzimi ile yapilan restriksiyon enzim analizi
(restriction endonuclease analysis of genomic DNA; REAG) yontemlerinin oldukca
basarili oldugu bildirilmistir''-1313,

Bu calisma, klinik rneklerden izole edilen C.krusei suslarinin genotiplendirilmesi ve bu
suslarla gelisen enfeksiyonlarin kaynadi (endojen ya da ekzojen) hakkinda bilgi verebile-
cek molekiler epidemiyolojik verilerin elde edilmesi amaciyla planlanmistir.
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GEREC ve YONTEM
izolatlar

Calismaya, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Eriskin Hastanesinde Ocak 1998-Ocak
2006 tarihleri arasinda yatarak tedavi gormus 56 hastadan izole edilmis 56 C.krusei izo-
lati dahil edildi. Suslarin tiir diizeyinde tanimlanmasi; koloni morfolojileri, germinasyon
tlpu olusturma ozellikleri, misir unlu-Tween 80 besiyerindeki morfolojik goriintimleri ve
ID32C kiti (BioMerieux, Fransa) kullanilarak saptanan asimilasyon reaksiyonlari sonucla-
r degerlendirilerek gerceklestirildi?°.

Genomik DNA'nin Elde Edilmesi

DNA ekstraksiyonu icin kiiciik bazi degisiklikler disinda Scherer ve arkadaslarinin?' uy-
guladigi yontem kullanildi. Bu amacgla, C.krusei suslari, Sabouraud dekstroz agarda 18-
24 saat siireyle 37°C’de inkiibe edildi. Ureyen maya kolonilerinden 2-3 adet alinarak 5
ml maya ekstrakti-pepton-dekstroz sivi besiyeri icine eklendi ve bir gece 37°C’de inkiibe
edildi. Stre sonunda besiyerinden 1.5 ml alinarak steril bir mikrosantrifij tiipiine aktaril-
di. Daha sonra mikrosantrifiij tiipleri, 14.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ust sivi
atilarak elde edilen ¢okelti 1 ml 1 M sorbitol ile yikandi. 14.000 rpm’de 10 dakika sant-
rifij sonrasinda elde edilen cokeltiler, litikaz ve R-merkaptoetanol iceren sorbitol-potas-
yum fosfat (KH,PO,) tamponu (pH: 7.5) icinde 30°C’de 1 saat inklibe edildi. Elde edi-
len sferoplastlar santriflij edildikten sonra 0.5 ml lizis tamponu [50 mM EDTA (pH: 8.5),
2 mg/ml SDS] icinde 65°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Proteinlerin ¢oktirilmesi icin
50’ser pyl 5 M potasyum asetat eklenerek 1 saat buz Ustiinde bekletildi. Santriflij sonrasi
alinan st sivi, RNaz ile 37°C’de 30 dakika muamele edildi. Elde edilen DNA, 7.5 M
amonyum asetat ve %100 etanol ile ¢okturuldi. %70 etanol ile yikanan 6rnekler, 50 pl
TE [10 mM Tris-Cl tamponu (pH: 7.5)-1 mM EDTA] sollsyonu icinde 4°C’de kullanilin-
caya dek saklandi.

REAG

DNA ornekleri Hinfl enzimi ile 37°C’de 4 saat inklbe edildi. Elde edilen kesim uriinle-
ri %0.8'lik olarak hazirlanmis agaroz jel kullanilarak 30 V’da 18 saat yuritildu ve etid-
yum bromiir ile boyanarak UV altinda degerlendirildi.

PCR

PCRicin C. krusei'ye 6zgiil primer cifti Arno1 (GGC CAA CAC ATA CAT ACC TT) ve Ar-
no2 (GGT AGG ATA CTA ACC ACA GC) kullanildi'®. DNA amplifikasyonu icin hazirlanan
50 pl’lik karigimin icine, 2 pl kalip DNA, 1.25 U Taq polimeraz, 200 uM dNTP, 10 mM
Tris, 50 mM KCl, 50 pmol primer ve 1.5 mM MgCl, eklendi. Ttpler “thermal cycler” ci-
hazinda, 92°C’de 30 saniye, 55°C’de 30 saniye ve 72°C’de 2 dakika tutularak 32 dongi
gerceklestirildi. Elde edilen amplifikasyon trtinleri, %1lik agaroz jel kullanilarak 100 V'da
2 saat yurituldi ve etidyum bromiir ile boyandiktan sonra UV altinda degerlendirildi.

Her iki yontemle de elde edilen bantlar iki farkli arastirmaci tarafindan gorsel olarak
degerlendirildi. Yerlesimlerine gore bantlara farkli numara verilerek, bandin varligr “1”,
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yoklugu ise “0” olarak skorlandi. “Gruplar Arasi Baglanti Yontemi” ve “Dice Benzerlik
katsayisi” kullanilarak SPSS 10.0 B programi yardimiyla her iki yontem icin birer dend-
rogram elde edildi.

BULGULAR
REAG Analizi

REAG ile 10 farkli DNA paterni (A-)) saptanmustir. Elde edilen bant sayisi 12 ile 15 ara-
sinda degisirken, bant buydkltkleri 2 ile 6.2 kb arasinda yer almistir. Yirmi hastada H, 12
hastada D, 8 hastada F, 4’er hastada C ve E, 3 hastada G, 2 hastada B ve birer hastada
A, i ve | paternleri saptanmistir (Resim 1). Hastalarin %71.4'G (40/56) 3 ana patern (D,
F, H) altinda toplanmustir. Sekil 1'de REAG analizi sonucunda 56 C.krusei izolati icin elde
edilen dendrogram gorilmektedir.

PCR Analizi

PCR analizi sonucunda 13 farkli DNA paterni (a-m) elde edilmistir. Elde edilen bant
blyukltkleri 1-2 kb arasinda degiskenlik gostermektedir. On dort hastada h, 8 hastada
f, 6 hastada k, 5 hastada d, 4’er hastada c, e ve m, 3’er hastada g ve |, 2 hastada b ve
birer hastada a, i ve j paternleri saptanmistir (Resim 2). Hastalarin %58.9°u (33/56) 4 ana

Resim 1. C.krusei izolatlarinin Hinfl enzimi kullanilarak yapilan REAG ydntemiyle elde edilmis farkli bant patern-
leri.
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Sekil 1. REAG analizi sonucunda 56 C.krusei izolati icin elde edilen dendrogram.

patern (d, f, h, k) altinda toplanmistir. Sekil 2’de Arno1 ve Arno2 primerleri kullanilarak
uygulanan PCR analizi sonucunda 56 C.krusei izolati icin elde edilen dendrogram goril-
mektedir.
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Resim 2. C.krusei izolatlarinin Arnol ve Arno2 primerleri kullanilarak uygulanan PCR ile elde edilmis farkh
genotipik paternleri.

REAG ve PCR ile elde edilen sonuclar karsilastirildiginda, REAG ile H paterni olarak si-
niflandirilan izolatlarin PCR ile h ve k olmak tizere 2 farkli grup altinda; D paterni altin-
da toplanan suslarin ise PCR ile d, | ve m olmak Ulzere 3 farkh grup altinda toplandiklari
gozlenmistir. REAG ile A, B, C, E, F, G, | ve ] paternleri altinda toplanan suglarin ise sira-
siyla a, b, ¢, e, f, g, i ve j olmak lzere PCR ile de ayni genotip altinda toplandiklari go-
ralmustdr.

TARTISMA

Candida enfeksiyonlari, hem florada yer alan turlerle yani endojen yolla, hem de en-
tlbasyon ya da damar ici kateter uygulamasi gibi invazif islemler sonucunda ekzojen yol-
la meydana gelebilir?>?4. Candida enfeksiyonlarini 6nlemek ve hastalar arasindaki yayili-
mini kontrol altina alabilmek icin bu enfeksiyonlarin endojen ya da ekzojen kaynakli olup
olmadiginin anlagilmasi, ylksek riskli hastalarin bu enfeksiyonlara karsi korunmasinda ge-
rekli dnlemlerin alinabilmesi icin 6nemli ipuclari saglayacaktir.

C.krusei, flukonazole karsi dogal direncli olmasi ve bagisiklik sistemi baskilanmig olgu-
larda lokal ve sistemik enfeksiyonlara yol agmasi nedeniyle 6nemli bir hastane kaynakli
kandidoz etkenidir. C.krusei enfeksiyonlarinda amfoterisin B tedavisinin de basarisiz kala-
bildigi bilinmekte ve bu nedenlere bagl olarak bagisiklik sistemi baskilanmis olgularda
C.krusei enfeksiyonlari morbidite ve mortalite yoninden 6nemini korumakta-
dir'242.10.25 " Elykonazole dogal direncli olmasi nedeniyle C.krusei, flukonazol profilaksi-
si veya uzun sireli flukonazol tedavisi sonucunda, ilacin secici baskisina bagli olarak ko-
lonizasyon ya da enfeksiyon etkeni olarak ortaya ¢ikabilmektedir®*. Bu mikroorganizma-
nin epidemiyolojisinin, gecis yollarinin ve enfeksiyonun patogenezinin aydinlatiimasi
hastane enfeksiyonlari agisindan 6nem tagimaktadir.
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Sekil 2. Arno1 ve Arno2 primerleri kullanilarak uygulanan PCR analizi sonucunda 56 C.krusei izolat icin elde
edilen dendrogram.

Gilnimizde yapilan epidemiyolojik calismalarda, farkl Candida tirleri icin, bir tur
icinde bulunan izolatlarin birbiriyle olan klonal iligkilerinin arastiriimasinda degisik geno-
tipik yontemler kullaniimaktadir. lyi bir molekiler yontem, birbiriyle iligkili klonlari tanim-
larken, iligkisiz olan izolatlari da birbirinden ayirt edebilmelidir. Ancak, her bir genotipik
yontemin kendine gore avantajlari ve dezavantajlari bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalar-
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da C.krusei izolatlarinin genotiplendirilmesinde de farkli yontemler kullaniimistir. Bunlar
arasinda Hinfl enziminin uygulandigi REAG yontemi, Arnol ve Arno2 primerlerinin kul-
lanildigr PCR yontemi, PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis) ve MLST (Multilocus Se-
quence Typing) ydntemleri yer almaktadir'>'>'°, Bunlardan PFGE ve MLST, yiiksek du-
yarlilik ve tekrarlanabilirlige sahip olmalarina karsin, her laboratuvarda uygulanmalari
mumkun olmayan, pahali ve zaman alici yontemlerdir.

Yapilan cesitli calismalarda, C.krusei izolatlarinin genotiplendiriimesinde, gerek Hinfl
enziminin kullanildigi REAG yontemi, gerekse Arnol1 ve Arno2 primerlerinin kullanildig
PCR yéntemi oldukca basaril bulunmustur''-1315:16.26 k kez Carlotti ve arkadaslar'® 58
C.krusei izolatini genotiplendirmek amaciyla Hinfl enzimini kullanarak REAG yontemini
uygulamiglar, benzerlik sinir degerini (cutoff similarity value) %55-60 olarak kabul ettik-
lerinde 12 farkli genotip elde etmislerdir. Bunu takiben Berrouane ve arkadaslari'', 67 kli-
nik izolati ayni yontemi kullanarak genotiplendirmis, li¢ ya da daha fazla bant farki gos-
teren suglar farkli genotip olarak kabul etmiglerdir. Bu kritere gore 28 farkli REAG profili
elde etmislerdir. Daha sonra Carlotti ve arkadaslari'® C.krusei izolatlarini tiplendirmek
amaciyla Arno1 ve Arno2 primerlerini kullanarak, CKRS-1 (C.krusei repeated sequence 1)
olarak adlandirilan degisken gen bdlgesinin amplifikasyonunu gerceklestirmislerdir. Yiiz
otuz bir C.krusei izolatinin dahil edildigi calismada 95 farkli DNA paterni elde edilmistir'®.
Vos ve arkadaslari?®, ayni primerleri kullanarak 39 hastadan izole ettikleri 135 C.krusei su-
sunu PCR yontemiyle genotiplendirmis, bunun sonucunda dokuz farkli genotip elde et-
mislerdir. Sancak ve arkadaslar'® ise 17 hastadan elde edilen 90 klinik izolati hem Hinfl
enziminin kullanildigi REAG yontemi, hem de Arnol ve Arno2 primerlerinin kullanildig
PCR yontemiyle genotiplendirmis ve buna gore C.krusei izolatlari REAG yontemiyle yedi,
PCR yontemiyle alti farkli genotip altinda toplanmistir. Bizim calismamizda da, C.krusei
izolatlarinin genotiplendiriimesinde Hinfl enziminin uygulandigi REAG y6ntemi ve Arnol
ve Arno2 primerlerinin kullanildigi PCR yontemleri kullanilmis, 56 C.krusei susunda RE-
AG ile 10 farkli DNA paterni (A-]), PCR analizi sonucunda ise 13 farkl DNA paterni (a-m)
elde edilmigtir. Calismaya dahil edilen izolatlarin, REAG analiziyle %71.4'i (40/56) lg
ana patern (D, F, H) altinda toplanirken, PCR analizi sonucunda %58.9'u (33/56) dort
ana patern (d, f, h, k) altinda toplanmistir. Hastalardan izole edilen C.krusei suslarinin
onemli bir bolimundn her iki ydntemle de belli bash paternler altinda toplanmis olma-
si, bu calisma kapsamindaki C.krusei izolatlarinin etken oldugu enfeksiyonlarin bir kismi-
nin ekzojen kaynakli olabilecegini diisiindiirmistiir. Ote yandan, yine her iki yéntemle
de, her biri az sayida sus iceren paternlerin mevcut olusu, en azindan bu paternler altin-
da toplanan suslara bagh gelisen enfeksiyonlarin endojen kaynakli olabilecegini akla ge-
tirmistir.

C.krusei suglarinin genotiplendirilmesi icin, arastirmacilar tarafindan buguine kadar uy-
gulanmis olan yontemler genel olarak ayni olmakla birlikte, elde edilen sonuclarin birbir-
lerinden ¢ok farkli olduklari gériilmektedir. Ornegin; PCR ydnteminin uygulandigi bir ¢a-
lismada'® 131 sus 95 farkli genotip olustururken, bir baska calismada®® yine ayni primer-
ler kullanilmis, 135 sus bu kez sadece dokuz farkli genotip olusturmustur. Bizim calisma-
mizda ise 56 sus 13 genotip altinda toplanmistir. Sonuglar arasindaki bu farkhliklar, en-
feksiyonlarin gelistigi epidemiyolojik zeminin farklihgindan, farkhhk kriteri olarak uygula-
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nan esik degerlerinin standart olmamasindan ve/veya gelisen enfeksiyonlarin bir kismi-
nin endojen, bir kisminin ise ekzojen kaynakl olmasindan kaynaklanmis olabilir. Bu ko-
nuda kesin yargilara varabilmek icin, standart 6rnek seciminin ve standart calisma kriter-
lerinin uygulandigi, PCR ve REAG disinda kalan genotiplendirme yontemlerinin de de-
gerlendirildigi cok merkezli caismalara ihtiya¢c duyulmaktadir.

Calismamizda, REAG ve PCR ile elde edilen sonuclar karsilastirildiginda, REAG ile H
paterni olarak siniflandirilan izolatlar PCR ile h ve k olmak tizere iki farkli grup altinda,
D paterni altinda toplanan suslar ise PCR ile d, | ve m olmak lzere Ug¢ farkh grup altin-
da toplanmustir. PCR ile REAG sonuclari kiyaslandiginda, PCR ile daha fazla genotip el-
de edildigi gorilmektedir. Calismamizda kullanilan primer dizileri ve restriksiyon enzi-
mi dahilinde, bu farklilik, PCR yonteminin ayirim giictiniin REAG yéntemine gore daha
iyi oldugu seklinde yorumlanabilir. Ancak bu farkliigin sadece iki REAG paterninde ve
sinirh sayida izolatta ortaya ¢cikmis olmasi nedeniyle kesin yorumlar olusturmak mim-
kiin olmamaktadir. Boyle bir durumda, bu farkhligin, PFGE ve MLST gibi diger yontem-
lerle de ortaya konmasi alternatif bir ¢6ziim olabilir. Bu nedenlerden dolayi, C.kruseiizo-
latlarinin genotiplendirilmesi ile ilgili elde ettigimiz verilerin daha ayrintili yorumlanabil-
mesi icin, hem daha fazla klinik 6rnegin dahil edildigi kiyaslamali calismalara, hem de
ayrintih klinik ve epidemiyolojik verilere ihtiyac vardir. Sonug olarak, C.krusei'ye bagl
gelisen enfeksiyonlari dnlemek ve hastalar arasinda yayilimini kontrol altina alabilmek
icin, izole edilen suslar arasinda klonal iligkinin gosterilmesi Gnem tagimaktadir. Calisma-
mizda gerek REAG gerekse PCR yontemi ile C.krusei izolatlarinin tamami genotiplendi-
rilebilmis ve bu yontemler basarili bulunmustur. Ancak PCR yontemi, kolay uygulana-
bilir olmasi, REAG'In ayirt edemedigi bazi genotipik paternleri saptamasi ve kisa siirede
sonug¢ vermesi gibi 6zellikleri nedeniyle daha avantajli gériinmektedir. Her iki yontemin
de guvenilirliginin ve ayinm glctinin aydinlatilabilmesi icin diger yontemlerle karsilas-
tinlmalar gereklidir. Bunun da 6tesinde, suslarin kaynadi ile ilgili yorum yapilmasina
yardimci olabilecek, klinik ve epidemiyolojik verilerle de desteklenmis kapsamli ¢calisma-
lara gereksinim vardir.
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